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A. Einleitung".

1. Historisches. —Ziel der Arbeit.

Seit den Arbeiten des holländischen Botanil^ers M. Treub^
über die ph^'siologische Bedeutung des Vorkommens von Blausäure

bei Paiigiiiiu ednle Reinvv., Pliascohis hiuatns u. a. ist das Inter-

esse an dieser auch heute noch nicht £ibgeschlossenen Frage stets

wachgeblieben. Die gleichzeitig einsetzenden chemisch-phj^siologi-

schen Untersuchungen hauptsächlich englischer, französischer und

italienischer Forscher haben einerseits die Konstitution vieler in

der Pflanze vorkommender Blausäure\-erbindungen aufgeklärt, andrer-

seits ergab sich eine uneru'artet weite Verbreitung dieser Stoffe bei

den verschiedensten Familien und Gruppen des Pflanzenreiches. So

kann bereits 190G Greshoff- ungefähr 175 HCN-führende Arten

angeben und die aus jüngster Zeit stammende Liste L. Rosen-
thaler's-' umfaßt schon 360 Arten aus 41 Familien.

1 M. Treub, Sur la localisalion, le transport et le i'ole de I'acide cyan-

hydrique dans le Pangium edule Reinw. Ann. d. Jardin Bot. de Buitenzorg, Vol. XIII,

p. 1 —89 (1895). —Nouvelles recherches sur le role de I'acide C3'anhydrique dans
les plantes vertes, I, 11, III. Ann. d. Jardin Bot. de Buitenzorg, Ser. 2, Vol. IV,

p. 8Ü —147 (1905); Vol. VI, p. 79—106 (1907); Vol. VIII, p. 85 —118 (1909).

- W. Greshoff, Über die Verteilung der Blausäure in dem Pflanzenreiche.

Arch. d. Pharmazie, 1906, Bd. 244, p. 397—400, p. 665—672.
•' L. Rosenthaler, Beiträge zur Blausäure-Frage. Schweiz. Apoth. Ztg., 1019.

57. Jahrg., p. 267 ff.
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Diese Befunde scheinen immerhin für die \on Treub auf-

gestellte Hypothese einer Bedeutung der Blausäure bei der Stick-

stoffassimilation zu sprechen, doch konnten gerade auf physio-

logischem Gebiete in den letzten zehn Jahren keine klärenden oder
abschließenden Ergebnisse erzielt werden.

Im folgenden wurde nun versucht, zu prüfen, inwieweit es

gelingt, die in der Pflanze gebildeten Blausäureverbindungen mikro-
chemisch nachzuweisen, da auf Grund einer in dieser Hinsicht

ausgebildeten Methodik eine Erleichterung beim weiteren Auf-

decken der Verbreitung dieser Verbindungen in der Pflanzenwelt

und ihrer physiologischen Bedeutung zu erwarten ist.

2. Übersicht über die in der Pflanze vorkommenden
Blausäureverbindungen, 1

a) Die Blausäureglukoside.

Die cyanwasserstofYhältigen Körper, die bisher aus Pflanzen

isoliert und eingehend studiert wurden, erwiesen sich alle als

sogenannte »Blausäureglukoside«. Es ist dies eine Reihe von
\'erbindungen, die in ihrem Molekül außer dem Zuckerkomplex
und einem aromatischen oder aliphatischen Aglykon noch ein

Molekül Cyanwasserstoff HCN enthalten, das bei Hydrolyse mit

verdünnten Säuren oder bei enzymatischer Spaltung (Emulsin) in

Freiheit gesetzt wird.

Nach dem \'organge \"on Greshoff^ lassen sich die bisher

bekannten Blausäureglukoside je nach der Beschaffenheit ihres

Aglykons in drei getrennte Gruppen stellen:

1. Ben zaldehydcy anhy dringlukoside. Hieher gehören: Amygdulin
CoijHoyNOj-i (2 Mol. Ghikose 4- Benzaldehyd -H HCN) sowie das nahezu identische

Pterisamygdalin,-^ Laurocerasin (amorphes Amygdalin), die drei isomerei\

Glukoside Prulaurasin, Sambunigrin und Prunasin Cj,H,-NO,; (1 Mol. Glu-

kose -h Benzaldehyd -+- HC'N; aucli isomer mit dem Mandelsäurenitrilglukosid

E. Fischer's). schließlich Vicianin Cjc)H._,.,NOiq (1 Mol. Glukose -I- 1 .Mol'. .\ra-

binose [Pentose] -h Benzaldehyd -1- HCN), schon loser Dhurrin C,iH,-NO; (1 Mol.

Glukose -H Paraoxybenzaldehyd -+- HCN) sowie das noch nicht völlig aufgeklärte

("oryn o carpin. respektive ICarakin.

2. Acetoncyanhydringlukosid e. Zu diesen zählt das Linamarin, das

nach Dunstan und Henry identisch ist mit dem von ihnen dargestellten Phaseo-
lunatin Cj^H^yNO,; (l Mol. Glukose -h Aceton -|- HCN); auch das früher als

1 \''gl. den ausführlichen Abschnitt in I'. Czapek, Biochemie der Pflanze.

2. ^x\\^.. 111. Bd. (1921), p. 20.')— 220.

^ W. Greshoff, 1. c, p. 665—()72.

3 W. Greshoff, Vorübergehende .\nwesenheit von Bl.nusäure im l'arn. Kcf.

i'hem. Zentralbi.. lOtlS, 11, p. 3.34. —Unterscheidet sich von .\mygda1in nur durch

seine gi-ößere l.öslichkeit in .Uheralkohol.
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eigenes (UuUosid gotührte Munn i hotoxir, (liefert bei der Spaltung Acctmi -f- HCX)
dürfte mit den genannten beiden völlig übereinstimmen. —Nahe verwandt mit

diesen drei Gkikosiden ist schließlich Gynocardin CjoH^.iNOg, das aus Glulcose,,

IK'N und einem nicht naher bekannten Diketon C^JI^O, besteht.

3. Lo ti)fla\'in c)-anh ydringluküside. Diese interessante Gruppe, die ein

Rindeglied zu den reinen, weit verbreiteten Flavonen darstellt, wird repräsentiert

durch das von Dunstan und Henry studierte Lotusin C\2.. HojNOn; —spaltet in

zwei .Mol. Glukose, Blausäure imd LotollaN-in
'i.-, HjqOi; (isomer mit Lutcolin und

Fiselin).

Schließlich ist eine große Zahl \on Pflanzen bekannt, die ein

HCN-abspaltendes Glukosid führen, dessen Konstitution noch nicht

näher studiert wurde. ^ Die Zahl der Blausäureglukoside dürfte daher

mit den eben angeführten bei weitem noch nicht erschöpft sein.-

b) Über die »lockere« Blausäurebindung.

In der botanischen Literatur über die Blausäurefrage findet

sich bei zahlreichen Autoren (M. Treub, \'. Romburgh, M. Dekker,
A. W. de Jong, K. Peche, C. Ravenna, V. Babini, G. Bosi-

nelli u. a. in den Jahren 1897 bis 1913) eine mehr oder minder
scharf betonte Gegenüberstellung der oben angeführten, chemisch

greifbaren Blausäureglukoside und einer »quasi - freien <,

»labil-«, respektive »locker-gebundenen« oder gar "freien«

Blausäure, die neben den »stabilen« Glukosiden in denselben

Pflanzenorganen, besonders in den Blättern (speziell den jungen!),

vorkommen soll.

Über die Art und Weise der »labilen« oder »lockeren« Bin-

dung wurden nur Hypothesen geäußert (de Jong,''' Peche ^),

chemisch isolierbar und analysierbar schienen die fraglichen Sub-
stanzen nicht zu sein.

In Anbetracht der Wichtigkeit, diese durch die verschiedensten

Bezeichnungen einigermaßen in Verwirrung gebrachte und zudem
noch teilweise hypothetische Frage zu klären, sollen die diesbezüg-

lichen Angaben im folgenden kritisch zusammengestellt werden.

Das Vorhandensein \'on freier Blausäure in lebenden Zellen

und Geweben im strengsten, wörtlichen Sinne erscheint höchst
unwahrscheinlich und wurde in klarer Weise (nicht bloß als

1 Vgl. E. Abderhalden, Biocbem. ITandlexikon,5Bd. II. p. 720-722, Bd. VIII.

p. 362—368.

- Über das jüngst entdeckte Hiptagin vgl. Czapek, 1. c. III. Bd. (1921).

p. 806.

•^ A. \V\ K. de Jong, .Sur la .presence d'acide cyanhydrique libre ou tres

faiblement combine dans les feuilles da Pangium edule. .A.nn. d. Jard. d. Buitenzorg\

1908, Ser. 2, Vol. VII, p. 1 —17. Ref. Just's Jahresbericht, 1908. 3. Bd., p. 500—57)3.

^ K.Peche, Alikrochemischer Nachweis von Cyanwasserstoffsäure in Prunus

Laurocerasus L. .Sitzb. d. Akad. d. Wiss. in Wien, Bd. CXXI, Abt. I (1912), p. 15—1(>

(des Separatdr.).
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verschwommener, mehr der chemischen Terminologie entsprungenei-

Ausdruck) auch \on niemandem behauptet. Die Wirkung geringster

HCN-Konzentrationen auf die Assimilation (0. Warburg ^) durch
Hemmung der »Blackmann'schen Reaktion«, gedacht als eine

Schvvermetallkatalyse an Oberflächen, die hemmende Wirkung der

Blausäure auf die pflanzliche Atmung (H. Schroeder-), die schädi-

genden Folgen gasförmig dargebotener HCN in relati\" schwachen
Konzentrationen auch bei sogenannten Blausäurepflanzen, wie sie

zuletzt Jungmann ^ festgestellt hat, schließlich die überaus große
chemische Reaktions- und Additionsfähigkeit \on HCN und seine

physikalischen Eigenschaften (Flüchtigkeit) erlauben wohl nur eine

glatte \'ern einung dieser Möglichkeit.

Anders liegen die \'erhältnisse bei der »labilen« oder »lockeren«

HCN-Bindung, deren Vorkommen etwa als Cj'anhydrin an Aldehyd-
oder Ketongruppen, wie Jong^ sie z. B. bei Pangiiini ediilc und
Prunus javanica annimmt, \on \ornherein als möglich zugegeben
\\'erden muß.

Treub, der in dieser Plinsicht jedenfalls die genauesten und ausgedehntesten

Untersuchungen (1891 bis 1909) anstellte, unterscheidet in seinen zwei ersten

Arbeiten (1895, 1905) streng glukosidisch gebundene HC\ (bestimmbar nach
längerer Mazeration des Materials in H.2O) und »quasi-freie« HCN, die schon bei

der »distillation directe« (Übergießen des frischen Materials mit siedendem Wasser
und sofortiges Destillieren) zu gewinnen ist und nicht glukosidischer Herkunft sein

sollte. Gerade diese letztere konnte er mit seiner Berlinerblaumethode nachweisen.

Angeregt durch die Methodik, die Guignard bei Sainbiictis nigra anwandte, voll-

führte Treub in seiner nächsten Arbeit (1907) die »distillation directe« durch Über-
gießen des frischen Materials mit kochendem absoluten Alkohol oder mit kochender
80 " Q-Salzlösung (zirka 106° C.). Während durch Anwendung der Salzlösung von
106° die Menge der direkt abdestillierbaren HCN deutlich, aber gegenüber der

mit reinem kochenden W^asser nur höchstens um die Hälfte herabgedrückt war,

ergab die Destillation nach Übergießen mit kochendem absoluten Alkohol Werte, die

sich bereits um eine ganze Dezimale von denen der früheren Methode unterschieden

:

eine scheinbare Ausnahme bildete nur Pcjngiinn sp. Treub •'' gestand auf Grund
dessen zu. daß ein Teil der durch seine Methode (distillation directe) bestimmten
'>quasi-freien« HCN —trotz der Siedetemperatur —auf Grund rascher enzvmati-

scher Spaltung der betreffenden Glukoside entstanden sei, dachte aber beim kochenden
Alkohol nicht so sehr an eine raschere Enzym-Inaktivierung, als \ielmehr an eine

»spezifische W'irkung auf die Zellen« und hielt, besonders mit Rücksicht auf die

Resultate bei Pangitnii. an der Existenz der labilen HCN-Bindung fest. —In

seiner letzten Arbeit (1909) wirft Treub"' neuerdings die Frage nach der Bindungs-

1 O. Warburg, Theorie der Kohlcnsäurcassimilation. Die Naturwissenschaften.

1921, IX. Jahrg., Heft 18. p. 354—358.

- H. Schroeder. Über den Einfluß des Cj'ankaliums auf die Atmung von
Aspergillus niger etc. .iahrh. f. wiss. Botanik, 1907", Bd. 44. Heft 3. p. 409—481.

•• W. Jungmann, Plu's.-anatom. Untersuchungen über die Einwirkung von
Blausäure auf die Pflanzen. Ber. d. deutsch. Bot. Gesellsch.. 1921. 39. .lahrg.,

p. 84—88.

I de Jong. 1. c. Vgl. auch Treub, I.e. (1909). p. 115.

^' M. Treub, 1. c. (1907), p. 97—98.
'• .M. Treub. I.e. (190VT). p. 112 -116.
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art der Blausäure in der Pflanze aufi und äußert sich, besonders im Hinblick auf

seine an Prunus javanica ausgeführten methodischen Experimente, schon folgender-

maßen (1. c., p. 116): »Folglich scheint es, daß im allgemeinen die Wirkung der

Biattenzyme auf die betreffenden Blausäureverbindungen nicht allein sehr ener-
gisch ist. sondern daß sie sich vor allem plötzlich (subitement) äußert, was ich

früher nicht glaubte, annehmen zu können.... Ich lege Wert darauf, schon hier zu

sagen, daß ich nun mehr und mehr von der Berechtigung der Ansicht Guignard's
überzeugt bin, der immer die Glukoside als die absolut überwiegenden
(absoiument predominant) HCN-Verbindungen nicht nur in den .Samen, sondern auch

in den Blättern angesehen hat."

Damit schien, trotzdem Dekker- und de Jong^ noch an

Ti-eub's alter Auffassung festhielten, die Frage durch Treub selbst

schon geklärt.

Um so überraschender ist es, daßPeche^ (1912) füv Pnimis
hinrocerastis L. neuerdings auf eine reichlich vorhandene
> lockere '< HCN-Bindung (alles, was durch das Mercuronitratreagens

nachweisbar war), neben den beiden Glukosiden Prulaurasin und
Laurocerasin, zurückgreift. Peche urteilt folgendermaßen: »Ange-
nommen, die nachgewiesene Blausäure entstünde durch Enzj'm-

wirkung auf die Glj-'koside, dann müßte man Benzaldehyd und
Zucker in denselben Zellen, die Blausäure enthalten, nachweisen
können, was für den Benzaldehyd nicht der Fall ist. (Nicht bewiesen,

da bis jetzt kein eindeutiges Reagens auf Benzaldehyd in der

Pflanzenmikrochemie bekannt ist! Anm. d. Verf.) Daß aber eine

Enzymwirkung geradezu ausgeschlossen ist, geht aus dem ver-

schiedenen Intensitätsgrade des Blausäurenachweises in stark und
minder belichteten Blättern hervor, während die Reaktion, da der

Glykosidgehalt derselbe bleibt (? vom Verf.^), stets dieselbe Inten-

sität zeigen müßte.«

Es hat den Anschein, als ob Peche sich hierbei nur auf die

ersten Arbeiten Treub's stützte, während ihm die exakten Ver-

suche Treub's, die gerade an dem mit seiner Versuchspflanze in

allem so ähnlichen Prunus javauica ausgeführt wurden (1909)^

1 \^gl. 1. c, p. 113. -
. . . Est-il (HCN) engage sous forme glucosidique ou

nun? N'oilä surtout la question, qui se pose. Et, pratiquement, eile revient ä une
autre question, savoir: l'action enzymatique est-elle arretee, oui ou non, dans les

conditions de l'experience ?«

•-'

J. Dekker, Pharmac. Wcckbl. 1906, Bd. 43, p. 942.

de Jong, 1. c. —Jong's Versuchsanstellung trachtet die Enzj'mwirkung
durch niedere Temperaturen (abs. Alkohol Ann —10°) auszuschalten. Enzym-
präparate (immer schwächer als die nativen Enzyme!) erwiesen sich dabei tat-

sächlich als unwirksam. Bei ungepulverten, bloß zerschnittenen Blättern muß Jong
zugeben, daß selbst durch dreistündigen Aufenthalt in Alkohol von —10° das
Enzym in den Zellen noch nicht völlig unschädlich gemacht wurde. Dasselbe —
nur in geringerem Alaße —muß man für das gepulverte Material annehmen,
aus dem Jong seine definitiven Werte zog.

J K. Peche, 1. c, p. 15 (des Separatums).

' Bezieht sich wohl auf die Feststellung \'erschaffelt's (1002). der aber

den Glukosidgehalt nach der erzielbaren HCX bestimmte, also hier richtiger »Blau-

säuregehalt^^ zu setzen wäre, wodurch die ganze Argumentation hinfällig wird.
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scheinbar entgangen sind. Die Annahme einer reichlichen lockeren

HCX-Bindung bei Pnnius hnirocerasns ist experimentell durch
nichts begründet und durch die erwähnten Experimente Treub's
an Prunus javanica sehr unwahrscheinlich gemacht.

Auch Ravenna und seine Mitarbeiter l suchen 1912 den Gehalt an »freier«'

(gemeint wohl locker gebundener) HCN in den Organen verschiedener Hiausäure-

pfianzen quantitativ festzustellen, gelangen aber bei \'erfeinerung der Methodik.

(Tütung der Enzyme bei 110°) zu immer kleineren .Mengen, wobei sie jedoch nach
ihrer eigenen Ansicht die Möglichkeit nicht ausschließen können, daß während
der Analysen das betreffende Glukosid infolge der raschen Wirkung der hydrnli-

sierenden Enzyme gespalten worden sei.

Hält man die genau durchgeführten Versuche Treub's aus

den Jahren 1907 bis 1909 mit den letztgenannten Resultaten

zusammen, so gelangt man zur Überzeugung, daß es auch eine

'locker gebundene« HCN in Wii-klichkeit überhaupt nicht
gibt, da bei fortschreitender Methodik (bei möglichst wirksamer
Enzyminaktivierung) die Menge der aus frischen Blättern gewinn-
baren HCN immer xerschwindender wird. Daß sie nicht gänzlich
auf Null gebracht werden kann (und nur diese experimentelle Tat-

sache ließ Treub zurückschrecken, diese letzte Folgerung zu

ziehen), läßt sich durch die ungezwungene Annahme erklären, daß
Glukosid und Enzym in diesen Fällen in denselben Zellen,

wenn auch im Leben räumlich auseinandergehalten, vor-

kommen und bei den bisher verwendeten —und wohl auch bei

allen möglichen —Methoden die Zellen stets um einen Augen-
blick früher getötet werden, Glukosid und Enzjmi daher eher
miteinander in Berührung kommen, als die Inaktivierung des
Fermentes erfolgen kann. Durch diese Koexistenz \on einem

HCN-Glukosid und einem rasch wirkenden Ferment- —wie sie

auch in anderen Fällen angenommen wird — ist das scheinbare-

Vorkommen der »lockeren« HCN-Bindung gerade bei saftreichen

und jugendlichen Organen (Blätter) im Gegensatz zu den trockeneren

Samen, sowie die Verschiedenheiten bei den einzelnen Methoden
direkter Destillation und beim mikrochemischen Nachweise ver-

ständlich.

Bereits Czapek-' scheint einer ähnlichen Überzeugung zu sein, indem er

die ganze Frage mit den Worten abtut: »Freie Blausäure kommt meist nur in sehr

geringer Menge in der Pflanze \or; überall handelt es sich um enzymatische

1 C. Ravenna und V. Babini, .Sulla presenza dell'acido cianidrico libero

nelle plante. Rend. Accad. Line. Roma, Vol. XXI (1912), p. 540—547. Ref. Just's
-lahresbericht, 41. Jahrg.. 1913, p. 1420. —C. Ravenna und G. Bosinelli, Sulla

presenza... etc. Nota HL Rend. Accad. Line. Roma, vol. XXI (1912), p. 355 —358.

Ref. Just's Jahresbericht. 41. Jahrg., 1913, p. 1420.

- Dieser Standpunkt findet sich schon angedeutet von Pfeffer, Handb.

d. Pflanzenphysiologie, 1. .Aufl. (1881), I. Bd., p. 307, für Amygdalin-Emulsin in

den bitteren Mandeln, wo er aber als nicht zutreffend fallen gelassen werden mußte.

- Y. Czapek, Biochemie der Pnanzcn. 2. Aufl., 3. Bd. (1921), p. 205».
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Abspaltung derselben bei der Präparation unter dem Eintluß von Enz\'men vom
'iypus des Mandelemulsins. . . . «

Die Wichtigkeit dieses Gegenstandes jedoch, gerade in physiologischer Hin-
sicht und bei der Beurteilung mikrochemisch gewonnener Resultate, ließen es trotz-

dem angebracht erscheinen, die Literatur hierüber eingehender vorzuführen und
selbst hierzu Stellung zu nehmen.

Wenn demnach im weiteren dieser Untersuchung noch von
einer »lockeren« HCN-Bindung gesprochen wird, so sind dabei

stets jene Verhältnisse gemeint, die durch das Zusammen-
vorkommen der bekannten Blausäureglukoside mit einem
sehr wirksamen Ferment gegeben sind und die durch die

heutige Methodik nicht näher aufgelöst werden können.

B. Mikrochemischer Nachweis der Blausäure (HCN).

I. Allgemeiner mikrochemischer HCN-Nachweis.

In der allgemeinen, respektive technischen Mikrochemie scheint

nur ein geringes Bedürfnis nach einer Reihe brauchbarer Blausäure-
reaktionen bestanden zu haben. Sowohl Emich^ wie Behrens

-

führen einzig die Berlinerblauprobe an, die ja, begleitet von der

•Geruchsdiagnose, bei nicht zu geringen Materialmengen, hin-

Teichend ist.

Im Hinblick auf das häufige Vorkommen natürlicher Blausäureverbindungen,
die durch enzymatische Prozesse leicht HCN abspalten, untersuchte ich sämtliche

bei der makrochemischen, qualitativen Analyse gebräuchlichen Blausäurereaktionen
auf ihre Verwertbarkeit in der Mikrochemie. Die hierbei erzielten Resultate sollen

im folgenden dargestellt werden, während die Anwendbarkeit der einzelnen Reaktionen
für botanische Zwecke erst nachher kurz zusammengefaßt werden wird.

I. Nachweis der Blausäure als Silbercyanid.

Blausäure und die löslichen Cj^anide geben mit Silbernitrat

einen weißen, amorphen Niederschlag von Silbercyanid [Cyan-
silber, AgCN, respektive Ag"(Ag(CN).3)' |. Im Gegensatze zu dem
in vielem sehr ähnlichen Ag Cl bleibt Cyansilber am Lichte unver-
ändert oder bräunt sich höchstens. In einer heißen Lösung von
Na^COo oder K.,COg etwas löslich, scheidet es sich aus diesen beim
Erkalten krystallinisch, und zwar in feinen Nadehi ab (Bloxam-^;.
In Wasser und verdünnten Säuren (bis zu 50 7o HNO., in der
Kälte) ist Cyansilber unl()slich, während NH., und Cyankalium

1 Fr. Emich, Lehrbuch der Mikrochemie, HMl, p. 145.

- W. Behrens, Tabellen zum Gebrauch bei mikroskopischen Arbeiten, 1908,
p. 160.— H. Behrens-Klev, Mikrochemische Analyse, 191;'), I.Teil, p. 180 —ISl
und p. 184.

3 Ch. L. Bloxam, Chem. Xews, Bd. 50, p. 155. Ref. .lahresber. d. Fortschr.
d. Chemie, Bd. 37a, 1884/1, p. 475.
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lösend wirken unter Bildung des komplexen AgCN.NHg, respektive

Kaliumsilbercj^anid. In konzentrierter heißer AgNOg-Lösung oder

bei Einwirkung konzentrierter HNO3 bildet sich aus Cyansilber ein

Silbercyannitrat, das in langen, weißen, glänzenden Nadeln (luft-

und alkohol-, aber nicht wasserbeständig) krystallisiert und dem
Bloxam^ die Forniel AgCN.2AgN03 zuschreibt. —Konzentrierte

HCl verwandelt Cyansilber in Chlorsilber, obwohl ersteres das

unlöslichere ist.

Infolge dieser Eigenschaften wird schon seit langem Silber-

nitrat zur Titration blausäurehältiger Destillate verwendet."- Als

qualitatives Blausäurereagens hat Silbernitrat besonders wegen der

schwereren Unterscheidbarkeit von Ag Cl und Ag CN in der Makro-
chemie nur geringe Bedeutung gewonnen.

Auch bei qualitativen mikrochemischen Untersuchungen

bietet der direkte Zusatz von Silbernitrat keine Vorteile. Der

etwa auftretende amorphe Niederschlag im untersuchten Tropfen

müßte erst durch seine Unlöslichkeit in verdünnter HNO3und seine

Eigenschaften nach dem Umkrystallisieren mit Ammoniak näher

bestimmt und besonders gegenüber AgCl scharf unterschieden

werden.

Weitaus besser läßt sich Silbernitrat unter Ausnützung des

niederen Siedepunktes von Blausäure (26° C.) im hängenden
Tropfen als eindeutiges HCN-Reagens verwenden.

a) Silbernitrat im hängenden Tropfen.

Die Reaktion läßt sich am .besten in derselben Anordnung
durchführen, die Molisch ^ für den Ammoniumnachweis empfohlen

hat. Auf den Objektträger wird ein gut anschließender, 3 bis 7 mm
hoher Glasring -^ aufgelegt; in die so entstandene Kammer gelangt

die zu prüfende Substanz. Das Ganze wird mit einem Deck-

gläschen bedeckt, an dessen Unterseite ein mäßig großer Tropfen

einer P/o-Silbernitratlösung hängt.

1. Reaktion SVerlauf. Enthält die Probe freie Blausäure —
die der meisten Cyanide kann durch Ansäuern mit verdünnter

HgSO^ oder HNO« (nicht HCl!) in Freiheit gesetzt werden —, so

entsteht in der abgeschlossenen Glaskammer schon bei Zimmer-

temperatur eine Blausäureatmosphäre, die, da um 7 % leichter als

1 Ch. L. Bloxam, 1. c, und Chem. News, Bd. 48, p. 154. Ref. Jahresber.

d. Fortschr. d. Chemie, 1883, Bd. 36 a, p. 472.

2 Vgl. W. Treadwell, Lehrbuch der analytischen Chemie. I. Bd. (Qualit.

Analyse), 9. Aufl., 1918, p. 309. —II. Bd. (Quantit. Analyse), 6. Auf}., lOKi

p. 284—286 und p. 604—606.

3 H. Molisch, Mikrochemie der Pllanze. 2. AutL. 1921, p. 65.

i Um jeden etwaigen Verlust an HCX zu vermeiden, benützte ich zumeist

Glaskammern mit fixem Boden von 5 //;/// Höhe und \4 inm Durchmesser (leicht

herstellbar durch entsprechendes Absprengen des Endteiles der »Apothekergläschen«;.
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Luft, langsam aufsteigt und vom hängenden Silbernitrattropfen

absorbiert wird. In kurzer Zeit bildet sich in diesem eine —oft

schon makroskopisch sichtbare —weißliche Trübung, die sich bei

mikroskopischer Betrachtung meist als ein Gewirr kleinerer und
größerer feinster Nadeln^ \'on Silbercyanid erweist (Fig. 1,^^).

Die allmähliche Bildung (zuerst am Tropfenrand, dann auch in

der Tropfenkuppe) und Verdichtung des Cyansilberniederschlages

läßt sich mit dem Mikroskop gut x'erfolgen. —Da der Siedepunkt
von HCN bei 26° liegt, genügt schon ein ganz vorsichtiges und
kurzes Anwärmen über dem Mikrobrenner, um die Reaktion bei

Spuren von Blausäure zu beschleunigen.

^.

^

M

<L

Fig. 1.

a) Nadein, Ranken und Drusen von Silbercyanid, im hängenden Tropfen
entstanden. — b) Schachturmartige Krystalle von Silbercyannitrat. —
c) Silbercyanid umkrystallisiert in NH-j: Kleeblattformen. —d) Silber-

cyanid, mit heißer 50
'),

ij-HNO^j umkrystallisiert; feine Nadeln und Nadel-
büschel. —Vergr. 285.'

2. Krystallform. — Optisches Verhalten von Silber-
cyanid. Die so entstehenden Krystalle sind äußerst charak-
teristisch und bei einer gewissen HCN-Konzentration völlig iden-

tisch mit den durch Umkrystallisieren von amorphem Silbercyanid
in heißem K.3C0.:j erhaltenen Krystallnadeln. Wenn auch die Kr3'stall-

form je nach der Schnelligkeit und Menge der absorbierten HCN
etwas schwankt (sind nur Spuren von HCN vorhanden und erfolgt

ihr Freimachen sehr langsam, so bilden sich relativ große, kom-
pakte Krystalle oder Sphärite in der Randzone des Tropfens), so
sind sie doch stets gut ausgebildet; nur in einer sehr konzen-
trierten Blausäureatmosphäre, z. B. beim Halten eines Reagens-
tropfens über die Öffnung eines Behältnisses von altem CA'an-
kalium, entstehen weniger schöne Krystalle, die einigermaßen

1 In der Ausbildung charakteristischer Ag CN-Krystalle —durch diese Ver-

suchsanordnung ermöglicht —liegt der Vorteil dieser Methode.
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zusammenbacken. — Im polarisierten Lichte leuchten die Silber-

cyanidkrvstalle auf und zeigen eine gerade Auslöschung. Es ist

dies — nebst Krystallform und Lichtbeständigkeit — ein brauch-

bares Unterscheidungsmerkmal gegenüber den tesseralen, bei

gekreuzten Nicols in allen Lagen dunkel bleibenden Krystallen

von Ag Cl.

3. BilclLing von Silberc yanni trat Ag CX . !^ Ag XO;; . Wird Silbeixyanid

in heißer, konzentrierter Ag XO^-Lösung oder in konzentrierter Salpetersäure gelöst,

so gelingt, wie schon Wöhler (1824) und Bloxami feststellten, beim Erkalten

die Abscheidung von Siibercyannitrat 2 Ag X0-> . Ag ("X. Dieses Doppelsalz

-

krystallisiert in langen, weißen, glanzenden Xadeln, die an der Luft sein- beständig

sind, sich nicht schwärzen und sich ohne Zersetzung mit Alkohol waschen lassen

;

beim Eintragen in H.^O überziehen sie sich sofoi-t mit .Ag CX. ohne sich völlig

zu lösen.

Läßt man einen Reagenstropfen, in dem sich auf die beschrie-

bene Weise Silberc3''anidkrvstalle gebildet haben, an der Luft ein-

trocknen, so bemerkt man nach einiger Zeit, wenn nur mehr geringe

Flüssigkeitsmengen übrig sind, daß die Cyansilberkrystalle unter

Einwirkung der so entstandenen konzentrierten Lcisung von AgNO.^
oder, wenn alles Silber verbraucht, infolge der konzentrierten HNO.,
in schöne, stark lichtbrechende prismatische Krystalle umkry stall i-

sieren, die nichts anderes darstellen als das vorerwähnte Siiber-

cyannitrat AgCN.BAgNOg. Bei Zusatz von Wasser erscheinen

diese Krystalle augenblicklich wie angenagt, mit körniger Ober-

fläche, bleiben jedoch weiterhin unverändert (unter dem Schutz

des gleich gebildeten Ag CN). —Daß die Bildung mikrochemisch
kleiner Mengen des Doppelsalzes bloß durch konzentrierte AgNO.^-
Lösung, respektive konzentrierte HNO., oder beider zugleich auch
ohne Erwärmung (wie bei der makrochemischen Darstellung)

vor sich geht, erscheint nicht weiter verwunderlich.

Da sich, wie oben bereits angeführt, AgCN in konzen-
triertem wässerigen AgNOg einigermaßen löst, so kann die Kon-
zentration des Reagens (Ag NO3) nicht ohne Einfluß auf die

Empfindlichkeit der Reaktion und auf die erscheinende Kry-
stallform V(»n AgCN sein.

In der Tat ließ sich dies durch Versuche bestätigen. Während —bei gleich-

mäßig gebotener HCX-Menge —in sehr stark verdünnten ^bis über 1 *^,'^,) -Ag NO;-

Lösungen ("yansilber als ein schönes Nadelgewirr ausfiel, entstanden in verdünntem

(3 bis T) 0/^^-) .Silbernitrat üppige Nadeln und Ranken von Ag CX, bei ziemlich kon-

zentrierten .Silbernitratlösungen schließlich war das Erscheinen der Krystalle wesent-
lich verzögert, dafür traten aber wohl ausgebildete prismatische oder schach-

turmartige, stark lichtbrechende Einzelkrystalle auf, die schon in reinem Wasser
und in verdünnter MNO.j scheinbar braun und wie angenagt wurden, ohne ihre

(iestalt zu ändern oder sich wahrhaft zu lösen —ohne Zweifel also bereits das

früher beschriebene Siibercyannitrat waren (Fig, 1, /').

1 Ch. L. Blü.xam, 1. c. (1883 und 1884).

- Vgl. Friedheim-Gmelin-Kraut, Handbuch der anorganischen Chemie,

7. AulL, HM4, lid. V. .\bt. 2, p. ir)2.
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In allen Fällen kann man demnach eine l^Q-Lösung von
Silbernitrat als Reagens verwenden, wobei Weder eine Verzöge-
rung des Ausfallens von AgCN, noch die Bildung von AgCN.2AgN0.,
eintritt.

4. Eindeutigkeit der Reaktion. —Die Reaktion kann als

\ollständig" eindeutig bezeichnet werden. Schon allein der

Umstand, daß nur gasförmige Körper in Reaktion treten können,

schließt die meisten anderen Substanzen aus. Ähnlich verhalten

sich nur HCl-Dämpfe und Rhodanwasserstoff (Thiocyanwasserstoff
),

weshalb die Unterschiede zwischen AgCN gegenüber Ag Cl (Chlor-

silber) und AgCNS {Rhodansilberj nähei- festgestellt werden sollen.

7.1 Silberchlorid AgCl. —Silberchlorid entsteht auch im
hängenden Tropfen, selbst bei sehr langsamem Freiwerden und Ab-
dunsten von HCl, Jedoch niemals gut krystallisiert wie Ag CN, sondern
nur als amorpher Niederschlag, der erst durch Umkrystallisieren

mit NH., in die bekannten tesseralen Krystalle übergeführt werden
kann. Sie unterscheiden sich von den auf dieselbe Art erzielten

AgCN-Krystallen: 1. durch ihre Gestalt [AgCl: Würfel, Oktaeder,

kreuzförmige oder ordenssternartige Bildungen —AgCN: die be-

schriebenen Nadeln und Nadelaggregate, nach dem Umkrystalli-

sieren mit NHy meist knollig-kugelige Bildungen oder Kleeblatt-

formen (Fig. 1, c)]; 2. durch ihr Verhalten im Licht; die AgCl-
Krystalle werden in kurzer Zeit blau, dann ^iolett bis schwarz
durch die zersetzende Wirkung des Tageslichtes, während die

Ag CN-Krystalle als praktisch lichtunempfindlich zu bezeichnen
sind; 3. durch ihr Verhalten im polarisierten Licht; die

tesseralen Chlorsilberkrystalle erscheinen in allen Lagen dunkel,
die \-on Cvansilber leuchten bei gekreuzten Nicols stark auf,

zeigen gerade Auslöschung und die sphäritischen Bildungen (Kugel-

und Kleeblattformen) das »Brewster'sche« Kreuz; 4. durch die

verschiedene Löslichkeit in konzentrierter HNO.j. Während
AgCl und AgCN mit ihrer Löslichkeit in Ammoniak, Cyankalium
und Natriumthiosulfat übereinstimmen, lassen sie sich durch kon-
zentriertes HNO.,, besonders in der Wärme, gut unterscheiden.

AgCl wird selbst durch rauchende Salpetersäure nicht angegriffen,
AgCN löst sich unter Deckglas bereits beim x'orsichtigen Erwärmen
mit einer zirka (iO "/„-HNOo bis knapp an den Siedepunkt und
fällt, bei nicht zu geringen Mengen, während des Erkaltens in

zarten Nadeln und dichten Nadelbüscheln wieder aus. (Eine gute
Kontrollreaktion dafür, ob wirklich Cvansilber vorliegt! Fig. 1, d }.

O. Brunckl hat zuletzt diese Verhältnisse makrochemisch eingehend geprüft
und fand, daß .Silbcrcyanid in kalter, verdünnter HNO-, auch in frisch gefälltem,
lein verteiltem Zustand ganz unlöslich- ist; bei höherer Temperatur, namentlich

1 O. Brunck, Die ( yan\-erbindungen des Silbers imd Kupfers in der
Gewichtsanalyse. Ber. d. Deutsch, ehem. Ges.. 34. Jahrg., II. Bd., p. 16u4 —1609.

- Das Sübernitratreagens kann deshalb mit verdünnter HNO-, angesäuert
-\verden (bis zu eineni Gehalt von 1"",^, HNO;.), ohne dal.i Reaktionszeit und Krystall-

Sitzungsherichte d matliem.-iiaturw. Kl , Abt. I, loo. Bd 29
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in der Siedehitze und bei stärkeren Salpetersäurekonzentrationen findet eine umkehi-
b.ire Reaktion statt: Ag CN -)- HNO3-± Ag NO3 -+- HCN, wobei HCN teilweise in der
Flüssigkeit verbleibt und beim Erkalten Silber neuerdings feinnockig fällt.

Auf Grund der angeführten Unterschiede ist eine Unsichei'-

heit, ob Ag Cl oder Ag CN im hängenden Tropfen vorliegt, wohl
ausgeschlossen, ja man kann sogar Chlor und Blausäure in

einem Silbernitrattropfen zugleich nebeneinander nachweisen, wie
sich z. B. aus den später zu schildernden Versuchen mit Tabak-
rauch ergibt.

Daß selbst sehr stark verdünnte HCl hei genügender Reaktionsdauer durch

diese Methode auf das Silbernitrat im hängenden Tropfen einwirkt, zeigt folgender

Versuch:

In drei Glaskammern werden je 4 Tropfen einer 2 " ^,-Oxalsäure gebracht;

hierauf werden in die eine von ihnen 5 Tropfen 1 • 2 |^-KCl-Lösung. in die andere

5 Tropfen einer 10 '^/Q-NaCl-Lösung, in die dritte Kochsalz in Form einiger Körnchen
hinzugefügt und alle drei mit einem hängenden Silbernitrattropfen abgeschlossen.

Nach 16 Stunden ist in allen drei hängenden Tropfen ein feinkörniger Niederschlag

zu beobachten (und zwar in einer, der verwendeten Chlorkonzentration proportio-

nalen Menge), der mit NH3 vorsichtig umkrystallisiert, die typischen, am Licht sich

bald schwärzenden Krystalle von AgCl liefert. \'on der in den angeführten Systemen
(Alkalichlorid-Oxaisäure) teilweise entstehenden Salzsäure sind daher deutlich nach-

weisbare Mengen abgedunstet und vom Silbernitrat absorbiert worden.

Bei der Untersuchung von chloridhaltigen Proben auf HCN
(respektive Cyanide) wird daher beim Ansäuern mit HgSO^ oder

selbst mit einer schwachen organischen Säure stets —bei längerer

Expositionsdauer —auch etwas HCl in Reaktion treten, vermag
aber — nach der angeführten deutlichen Unterscheidbarkeit von
AgCl und AgCN —die Eindeutigkeit der Reaktion keineswegs
in Frage zu stellen.

^

ß) Silberrhodanid AgSCN. Nicht so leicht läßt sich

Rhodansilber vom Cyansilber unterscheiden. Beim Abdunsten von
Rhodanwasserstoff (Siedepunkt bei 85° C, also bedeutend höher

als der von HCN) bildet sich AgSCN an der Oberfläche des

hängenden Tropfens in Form von Nadeln oder Körnchen, so daß

die Krystallform und das optische Verhalten (leuchtet ebenfalls im

polarisierten Lichte auf) keine klaren Unterschiede gegenüber AgCN

form nachteilig beeinflußt würden. Blausäure lieljc sich daher evcntLicll mit Vorteil

zum mikrochemischen Silbernachweis heranziehen. Wenn hierbei infolge der gerin-

geren Molckülgrößc von AgCN die Empfindlichkeit der von Erich Bayer (Über

eine neue Rubidium [CäsiumJ-Silber-Goldverbindung und ihre Verwendung zum mik;o-

chemischcn Nachweis von Gold, Silber, Rubidium und Cäsium. Sitzber. d. Akad.

d. Wiss. Wien, math.-naturw. KL, Abt IIb, 1920, 129. Bd., p. 243) in jüngster

Zeit vorgeschlagenen Reaktion auch nicht erreicht werden dürfte, so steht dem die

Einfachheit des verwendeten Reagens (aufsteigende HCN-Dämpfe) für den prakti-

schen Gebrauch gegenüber.

1 Bei den pflanzlichen LICN -Verbindungen, die nur durch Fermentation bei

neutraler Reaktion Blausäure abspalten, fällt dieser Umstand sogar völlig weg
(vgl. p. 24).
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bietet. In bezug auf ihre Liclitbeständiglveit halten die Ag SCN-
Kiystalle etwa die Mitte zwischen AgCl und Ag CN.

Ein gutes Unterscheidungsmerkmal gegenüber Ag CN ist nur

die Unlöslichkeit in konzentrierter (über 00 7o) HNO3,
während AgCN, wie bereits erwähnt, durch 60 ^q HNOy in der

Wärme leicht umkrj'-stallisiert werden kann.

Ag sex ist jedoch in einer konzentrierten AgNOo-Lösung (1 Gewichts-
teil 1I.>0 —2 Gewichtsteile Ag NO3) beim Erhitzen unter Deckglas beträchtlich lös-

lich und beim Erkalten krystallisiert das Doppelsalz 2 Ag NOo. Ag SCN (Silbernitrat-

Silberrhodanid) in schönen, durchsichtig glänzenden Prismen, vier- oder sechseckigen

Tafeln aus, die lichtbeständig sind und mit Alkohol (.96 Oq) ohne .Schaden gewaschen
werden können. Setzt man dem Deckglasrand etwas Wasser zu, so werden die

Krystalle sofort braun, erscheinen wie angenagt, doch das obernächlich gebildete

.\g sex verhindert die weitere schnelle Zersetzung des Doppelsalzes, so daß die

Krystalle auch im Überschuß von Wasser oder in verdünnter PIXO-. ungelöst bleiben.

Noch viel ratsamer ist es jedoch, die Gegenwart, respektive

die Abwesenheit von Thiocyanwasserstoftsäure und der Rhodanide
durch die bekannte^ Reaktion mit bis zur Farblosigkeit xerdünntem
Eisenchlorid [Bildung des blutroten Eisenrhodanids EeiSCNigl
sicherzustellen. Es kann dies entweder durch direktes Zusetzen
von stark \erdünntem Fe CI3 zum angesäuerten Probetropfen

geschehen oder falls dies aus irgendeinem Grunde untunlich, mit

Fe CI3 im hängenden Tropfen, eventuell gleich am selben Objekt-

träger, neben dem Tropfen des 1 ^/'Q-Silbernitratreagens.

Bei letztgenannter Vcrsuchsanstellung kann noch die Rhodanwasserstoffsäure,
die beim Zusammenbringen von drei Tropfen einer O'Ol O.yi-Rhodanammonlösung
(1 : 10.000) mit einem Tropfen verdünnter HNO, oder H.iSOj entsteht und abdunstet,
in Form einer deutlich gelbroten Färbung im hängenden FeCl^-Tropfcn nachgewiesen
werden (Reaktionszeit höchstens 20 Minuten).

Auch Silberrhodanid ist demnach durch verschiedene
Methoden von AgCN gut und einfach zu unterscheiden.

Y» Entstehung eines Si Ib e rcarbonates.. Bei der Anwendung der
Reaktion auf die verschiedensten Objekte stieß ich in zwei Fällen —bei der Prüfung
von frischem menschlichen Speichel (rein oder mit starkem Chloroformzur.atz ver-

wendet) und bei der Analyse von frisch zerriebenen Wasserasseln —auf die Bildung-

schöner gelblicher Krj-stalle, Drusen oder Sphärite im hängenden Ag NOg-Tropfen.
Die Natur dieser Krystalle ließ sich in annäliernder Weise leicht feststellen. Schon
in ganz schwacher HNOj lösten sich die genannten Krj^stalle blitzschnell (^Gegen-
satz zu AgCN, AgCl, AgSCN!). in 20 0^ Essigsäure und in konzentrierter HCl
verschwanden sie sehr rasch unter Gasblasenentwicklung und es hinterblieben bei

Anwendung von Essigsäure einige kleine gelbliche Körnchen (wohl beigemischtes
Silberoxyd), bei Zusatz von konzentrierter HCl Pseudomorphosen von Ag Cl, wie
sich durch Umkrystallisiei-en mit NH3 ei-gab. Es ist demnach nicht zweifelhaft, daü
es sich hierbei um ein Silbercarbonat handelt. Der menschliche Speichel enthält
bekanntlich bedeutende Mengen von COo (bis 67 Volumprozent der Gase), teils

direkt auspumpbar, teils aus Bicarbonatbindung allmählich freiwerdend. Diese Kohlen-
säure wird vom hängenden Tropfen langsam absorbiert, ebenso wie die aus deni

Vgl. F. Emich. I. c, p. 140.
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frisch angeriebenen, partiell weiteratmenden Wasserasselbrei. —Auch Wiener Leitung'^-

wasscr, das mit durciigeblasener Atemluft (4 '' ,, CO.,) gesättigt wurde, und mit Ateni-

luft gefüllte Seifenblasen lieferten in der Glaskammer —wenn auch langsamer —
im hangenden Ag NO-j-Reagens Krj'stalle und Sphärite vom selben chemischen Ver-

halten. Eine Verwechslung dieses Silbercarbonates mit .Silbercyanid erscheint

wohl ausgeschlossen.

5. Empfindlichkeit der Reaktion. — Da Silbercyanid

noch unlöslicher ist als AgCl, ist auch die Empfindlichkeit
der Reaktion eine beträchtliche. Es läßt sich auf die angegebene
Weise noch die Blausäure von einer C^'ankaliumlösung 1:400.000
(r= '0002570) eindeutig aus V^g cur (1 Normaltropfen) nachweisen,
was einer HCN-Verdünnung von 1 : 1,000.000 (= 0-0001

"/o) ent-

spricht, das sind 0*06 y (Mikrogramm) HCN in einem Normaltropfen
gelöst.^ Benützung eines kleinen, niedrigen Glasringes sowie rasches

Hantieren beim Ansetzen der Reaktion, respektive beim Säurezusatz
erhöhen die Empfindlichkeit der Reaktion, die mit jener der bekannten
Chlorreaktion mit AgNOg zu vergleichen ist. Behrens- gibt für

sie als Empfindlichkeitsgrenze O'Oö y an.

Infolge dieser Empfindlichkeit ist bei der Durchführung der

Reaktion noch auf einige Umstände zu achten.

Während der größte Teil der Proben in reiner Luft, in einem Raum ohne
Gasleitung und Gashahn durchgeführt wurde, arbeitete ich gelegentlich neben einem
Tag und Nacht geheizten Paraffinofen. Es zeigte sich hierbei, daß zur Kontrolle

aufgestellte Leerproben (leere Glaskammer mit Ag NO3 im hängenden Tropfen) in

Spuren positiv auf HCN reagierten. Wie die folgenden Versuche zeigen, miiß

die Luft durch etwas ausströmendes Le uchtgas verunreinigt gewesen sein (»Labo-

j-atoriumsluft«).

Das Rohleuchtgas enthält bekanntlich Cyanwasserstoff und andere Cyanide

in größerer Menge. Diese Stoffe werden beim Gasreinigungsprozeß großenteils zurück-

gehalten, nichtsdestoweniger enthält das Leuchtgas von Wien derzeit
noch beträchtliche Mengen von Blausäure, wie aus folgenden Versuchen her-

vorgeht. '

1. Läßt man Leuchtgas gegen einen Tropfen des Silbernitratreagens aus-

strömen, so ist dieser nahezu im Augenblick von einer Kruste von Silber-

c}-anidk ry stallen (Nadeln) überdeckt. —Schöne Krystalle sind erst in einiger

Entfernung von der Gasquelle (d. i. bei geringerer Konzentration) erzielbar.

2. In einen li,.^ /-Kolben wird durch 3 Sekunden Leuchtgas mit einem

Schlauch eingeleitet. Nach 1., Stunde offenen Stehens dieses Kolbens ist mit dem

1 Nach G. Anderson, [Prüfung der wichtigsten Methoden zum qualitativen

Nachweis der Blausäure, Ztschr. f. analyt. Chem., 55. Bd. (1916), p. 459 —468], ist

die makrochemische Empfindlichkeitsgrenzc bei einer Konzentration von 0-0001",,

KCN erreicht (nur als Opaleszenz in \2 cm hoher Schicht gegen schwarzes Glanz-

papier erkennbar) —ist demnach nur 2 i/o mal größer als die Mikroreaktion in der

geschilderten Anordnung. .Auch die Nachprüfung von J. M. Kalt ho ff (Über den
Nachweis und die Bestimmung kleiner Mengen Cyanwasserstoff, Ztschr. f. anal\-t.

Chem., 57. Bd., 1918, p. 1 —15) ergab eine praktische Empfindlichkeit von
0*00025 •'

II
KCN im Liter, stimmt also mit den von mir gefundenen Mikroempfind-

lichkeitsgrcnzcn gut überein.

2 H. Behrens-Kley, I. c, p. 172.

3 Nach der Analyse des städtischen Gaswerkes Wien enthält 1 ;;i- Reingas
10—20 mg IICN.
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Geruchssinn kein Leuchtgas mehr in ihm festzustellen. 'IVotzi-lem tritt, wenn man
den Hals des Kolbens mit einer Glasplatte abschließt, die 1

(, Siibei-nitrat im
hängenden Tnipfen trägt, in diesem im Verhiuf von zirka 10 Minuten deutliche

HCN-Reaktion ein.

Außer durch Leuchtgas ist die Luft jedoch auch häufig durch
Tabakrauch verunreinigt und kann somit das Reaktionsergebnis
auch dadurch beeinflußt werden. Schon seit langem ist das \'or-

handensein \'on Blausäure im Tabakrauche behauptet worden
und durch die Arbeiten von Toth^ sowie von Lehmann und
Gundermann- wurden die quantitati\'en A'erhältnisse überein-

stimmend sichergestellt, wenn auch die Frage noch offen blieb, ob
im Tabakrauch primär Dicyan (CN)^ enthalten sei (Toth) oder
ob gleich Cyanwasserstoff entsteht (Lehmann).

Durch folgende Versuche läßt sich der Blausäuregehalt des
Tabakrauches mikrochemisch leicht nachweisen:

1. Da nach den Feststellungen von Lehmann - in der Mund-
höhle des Rauchers etwa die Hälfte der Cyan\-erbindungen zurück-
gehalten werden, wurde zuerst der Reagenstropfen ( P/'o AgNO^
neutral oder mit HNO.,, schwach angesäuert) zwischen Zigarette

und Raucher eingeschaltet.

Eine etwas größere Glaskammer (20 nun Durchmesser, 14 /////; Höhe) mit

einem tiir den Ag NOg-Tropfen bestimmten heraushebbaren Glasplättchen am Boden
derselben wird mit einem doppelt durchbohrten Kautschukstöpsel gut verschlossen.

Durch die eine Bohrung wird.em Glasröhrchen derart eingesetzt, daß an das freie

Ende mit einem Kautschukschlauch die Zigarette angesetzt wei-den kann, während
das andere Ende in der Glaskammer knapp oberhalb des Reagenstropfens am Boden
niLUidet; in die andere Bohrung wird ein nur wenig in die Glasl<ammer liinein-

reichendes Glasröhrchen eingefügt, an dessen rechtwinkelig abgeknicktem Ende der
Raucher zu saugen hat. Das Röhrchen zwischen Zigarette und Kammer wird mit

Baumwolle leicht angefüllt, so daß sich die zahlreichen Teerprodukte des Rauches
daran niederschlagen, ohne daß der Zug darunter leidet.

Wird eine halbe oder auch nur eine Viertelzigarette an dem
Tropfen m der Glaskammer vorbeigeraucht, so ist derselbe von
einer dicken, braunglänzenden Kruste überzogen, die als solche
nicht günstig zur weiteren Untersuchung ist. (Doch manchmal sind

unter ihr bereits charakteristische Nadeln von AgCN zu finden.)

Wird diese aber mit 50 %HNOg unter Deckglas bis zum sachten
Sieden erwärmt, so geht alles bis auf die gebildeten AgCl-
Krystalle (nur ein kleiner Bruchteil; Lehmann fand makro-
chemisch auf ähnliche Weise 5 bis 20 "/o Chlorsilber neben Cyan-
silber!) in Lösung und beim Erkalten des Präparates fällt reich-
lich Cyansilber in den beschriebenen Einzelkrystallen, Nadeln und

1 Julius Toth, Über die im Tabakrauch enthaltenen C3'anverbindungen.
ehem. Ztg., 34. Bd. (1910), p. 298—299 und p. 1357. —Über die Cyanverbindungen
des Tabakrauches. Chem. Ztg., 35. Bd. (1911), p. 1262.

- K. B. Lehmann und K. Gundermann, Neue Untersuchungen über die

Bedeutung der Blausäure für die Giftigkeit des Tabakrauches. Archiv f. Hygiene,

76. Bd. (1912), p. 38—115.
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Nadelbüscheln aus (vgl. Fig. 1, d). Hiermit sind Cyanverbindungen
und HCl im Tabakrauch zugleich nachweisbar. Rhodanide konnten
beim \"orbeirauchen \on einer ganzen Zigarette an einem an-

gesäuerten Fe CL-Tropfen nicht nachgewiesen werden, was mit

Lehman n's auf anderem We-ge gewonnenen Ergebnissen überein-

stimmt.

2. Die geschilderte Methode ist für die Empfindlichkeit des

verwendeten Blausäurereagens eigentlich noch zu roh; es faWen

ganz bedeutende Mengen von AgCN aus. — Bläst man in einen

V4 ^-Erlmeyerkolben einen schwachen Zug Zigarettenrauch, ^er-

stopft die Mitte des Halses mit einem lockeren VVattebäuschchen

(zur Abhaltung der Teerprodukte) und bedeckt die Öffnung des

Gefäßes mit einem Objektträger, dei- 1% neutrales oder schwach
angesäuertes AgNO., im hängenden Tropfen trägt, so entsteht als-

bald (ö Minuten) eine schwache Kruste, die sich, wie bei Ver-

such 1, durch Umkrystallisieren mit heiljer öOVo-HNO. in

AgCN und Ag Cl scheiden läßt. Auch mit NH.,, kann die Kruste

in Krystallfoim übergeführt werden. Ein zweites und drittes Sublimat

von einem solchen Erlmeyerkolben enthält ebenfalls noch nachweis-

bare AgCN-Mengen, da HCX erst langsam emporsteigt.

3. In einem großen Zimmer (5X*'X-^^owO werden drei Zigaretten hinter-

einander normal geraueht. Von vier am Tisch in der Mitte des Zimmers exponierten

Reagenstropfen, über Wasser derait hängend, daß seitlich die Rauchlult ungehindert

hereindiffimdieren kann, reagierten drei überhaupt nicht auf HCN, auch nicht nach

'•i Stunden: nur der vierte hängende Tropfen, der knapp neben der beim Rauchen
benutzten Aschentasse aufgestellt war. lieferte deutliche Ag CX-Krvstalle.'»>-

Blausäure (respektive Dicyan) ist demnach nuch in einem
ausgeblasenen Zuge von Tabakrauch leicht direkt mikrochemisch

nachweisbar, gegen eine mäßige Tabakrauchatmosphäre ist

das Reagens jedoch normalerweise nicht mehr empfindlich.

Immerhin zeigen die angeführten Versuche, daß man sich bei

mikrochemischer Untersuchung auf Blausäure nach der beschrie-

benen Methode vor \'erunreinigung der Luft mit Tabakrtiuch
und besonders mit Leuchtgas zu hüten hat. Kontrolleerversuche

können vor* Fehlschlüssen bewahren.

bj Färbbarkeit der Silbercj^anidkrystall e.

In jüngster Zeit wurde vom Verfasser^ gezeigt, daß Silber-

chloridkrystalle beim Umkrystallisieren mit Ammoniak durch

Zusatz geeigneter organischer Farbstoffe (Methylenblau, Eosin,

J-jismarckbraun) während ihres Entstehens echt zu färben sind. —
]n ähnlicher Weise gelingt dies auch mit den Cyansilberkr)''stallen.

Naturgemäß konnten auch hier nur ammoniakbeständige Farbstoffe

1 II. ]5runs\vik. Über die Färbbarkeit der .Siiberchloridkrystaile mit organi-

schen Farbstoffen. Zeitschr. f. wiss. Mikroskopie etc., 38. Bd. (1921), p. 150 —152.
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verwendet werden. Die beim Umkrystallisieren von AgCN mit NH.,

erzielten Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt;

der erhaltene Farbton, da nicht immer identisch mit dem des Farb-

stoffes, sowie die Beeinflussung des Krystallhabitus/ unter sonst

gleichen Bedingungen, wurden jeder Rubrik beigefügt, ebenso —
vergleichsweise —die nach derselben Methode erzielten Färbungs-
•ergebnisse bei Ag G (Silberchlorid) und Ag SCN (Silberrhodanid).

Das Umkrystallisieren laßt sich bei AgCN nur im unbedeckten Tropfen
durchführen, da das zuerst entstehende Silberammoniumc3'anid nur bei- Luftzutritt

das XH-; wieder abgibt und so Silbercyanid zum Ausfallen gelangen kann.

Sämtliche als positiv angegebenen Krystallfärbungen sind homo-
gen und als »echt« zu betrachten; sie sind völlig beständig gegen
Waschen mit Wasser, Alkohol, 20 7o Essigsäure, 20 bis 40 7o I^alter

Salpetersäure etc.

Doch nicht nur beim Umkrystallisieren mit NH.,, sondern auch
bei dem eben geschilderten Blausäurenachweis mit AgNOg kann
man gefärbtes Silbercyanid sofort im hängenden Tropfen erzielen,

indem man dem Silbernitratreagens ein wenig Methylenblau
zusetzt. Bei genügend schwacher Farbkonzentration (der hängende
Tropfen soll wasserblau sein) sind die entstehenden Körnchen,
Nadeln, Ranken, Drusen oder Sphärite von AgCN zart, aber deut-
lich blaugrün gefärbt.

Eosin, liismarckbraun. Patentblau und Xigrosin flocken mit dem Elektroh'ten

Ag NO;; aus und können daher für diesen Zweck nicht verwendet werden. Orange G.

kann zwar dem Silbernitrat ohne Schaden zugesetzt werden, beeinflußt aber die

Krvstallform von AgCN nicht günstig und die erzielte Färbung (orange-rötlich-

braun) besitzt im Gegensatz zu der mit Methylenblau für die mikroskopische
Beobachtung zu \\enig Tinktionskraft.

Die Beigabe von Methylenblau zu dem 1 '^/o-Silbernitratreagens

wurde von mir fast stets durchgeführt, da sie sich als sehr vor-
teilhaft erwies. Besonders bei Anwendung der Reaktion auf pflanz-

liche und tierische Objekte (HCN- und Emulsinnachweis) können
die manchmal auftretenden Körnchen, Decken oder Krusten von
reduziertem Silber (Silberspiegel) sowie die mit Chloroform über-

sehenden Verunreinigungen auf den ersten Blick von den stets

-schön blaugrün gefärbten Silbercyanidkrystallen unterschieden
werden.

Im Jahre 1894 sagte O.Lehmann- in der Schlußbemerkung
zu seiner Arbeit über künstliche Färbung von Krystalien: »Die
Möglichkeit, Krystalle zu färben und die auftretenden Unterschiede

1 Eine derartige, durch Farbstoffe als Lösungsgenossen bewirkte Struktur-
Störung der Krystalle, die bis zur völligen Auffaserung führen kann, beob-
achtete schon O. Lehmann (Wied. Ann. d. Phvsik u. Chemie, Neue Folge. Bd. 51
(1894), p. 08—70).

- O. Lehmann, 1. c, p. 76.
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Übersicht über die Färbbarkeit der Krystalle von Ag CX, Aü; Cl und Ag SCN\

Farbstoff
..

, ^ . ^vT Bewirkt
arbt As UM : , „ ^ iw°

, als Krvstalltorm
Fiirbt AgCl Färbt AgSCN

ßismarckbraun

Boraxkarmin

Brasilin

Eosin wässerig

Fluoreszin

Indigokarmin

Kongorot

Methylenblau

(dunkelgelb)

(rosaviolett)

(leuchtend rot)

t
(gelbrot)

(blaugrün)

Naphthol-

schwarz

Xigrosin

Orange G.

T

(violett)

Patentblau

(rotorange)

fgrünlicli)

Knollen

Knollen

Strahlensterne

Knollen

Strahiensterne

Knollen

t (!)

t (!)n *

Kleeblattformen,

Knollen t (!)

zerfasert, feinste,

zart lila gefärbte

Krystalltrichite

(zerfasert

jedoch leicht)

Kleeblattformen.

Knollen

strahlige Sphärite,

Doppelpinsel,

ICnollcn

(sehr licht-

empfindliche

farblose Einzel-

krvstalle

t (!)

Zeichenerklärung: f färbt echt und dilut, fäi-bt nicht,

(:;

nicht untersucht.

" Die Färbbarkeit von Ag Gl mit Kongorot ist dadurch von Bedeutung,

daß sie selbst nach dem Kochen mit konzentrierter HNO3 völlig unverändert

bleibt, während der Farbstt)ff selbst schon bei einer .Spur freier .Säure in Blau

umschlägt und ausflockt. Eine bloße Adsorption luid Speicherung des Kongorot

an die gut ausgebildeten Einzelkrj'stalle ist demnach ausgeschlossen, wie

sie z. B. der Verfasser an den Chitosans alzsphäriten (Über die Mikro-

chemie der Chitosanverbindungen, Biochem. Ztsch., 113. Bd., 1921, p. 117)

nachweisen konnte, wo das Kongorot in den Sphäritcn bei Säurezusatz in Blau

umschlägt.

Die, Färbung mit Kongorot (und Xigrosin) gelingt nur bei sehr
geringem Farbzusatz und langsamem Abdunsten des NH3 (unter einer Uhr-

schale z. B.), sonst tritt eine völlige Ausfaserung des Krystallhabitus ohne
Farbstoffaufnahme ein, wie es in meiner diesbezüglichen Mitteilung (1. c, p. 151)

angegeben wurde.
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1

bei \'eränderter Wahl \ün Farbstoff und Krystall dürften tür ana-
lytische Zwecke, insbesondere für die KrystaIIanal3'se, in manchen
Fällen großen Nutzen ge\\-ähren. Man wird auch vielleicht imstande
sein, aus einem Gemisch \'on F'arbstoffen, einen durch eine kry-

stallisierte Substanz zu isolieren....« Diese Hoffnungen haben sich

bisher nicht verwirklicht, der Ausbau der Krystallfärbungsfrage

geriet seit 1900 — trotz des Aufschwunges von theoretischer und
angewandter Mikrochemie — ins Stocken und ihre Ergebnisse
waren, wie die gelegentlichen Hinweise von Emich/ Molisch-
und Tun mann^ dartun, für die Mikrochemie bisher \on keiner

praktischen Bedeutung. — Wenn auch im vorliegenden Fa\]e die

Färbung des Silbercyanids im hängenden Tropfen nichts für die

Reaktion wesentliches bedeutet, so bietet deren Uurchführung-

doch gewisse Vorteile für die praktische Handhabung und darum
möge sie, im Sinne Lehmann's, empfohlen sein.

2. Nachweis der Blausäure mittels Mercuronitrat.

Blausäure und lösliche Cyanide reagieren mit Mercuronitrat

nach folgender Gleichung:

2 KCN+ Hg, (NO,),. = 2 KNO, + Hg (CN), + Hg;

es entsteht demnach das in Lösung verbleibende Mercuricyanid
und metallisches Quecksilber.

Peche ^ hat diese Reaktion in die Mikrochemie einueführt

und zum lokalisierten Nachweis der »locker gebundenen« Blau-

säure im Gewebe von Prunus Laiiroccrasits L. benützt.

Doch läl3t sich Mercuronitrat (1 bis 3"/o' auch mit Vorteil

zum rein qualitativen Nachweis \on C3'an Wasserstoff in ganz
analoger Weise wie Silbernitrat (vgi. p. Sj bei Benützung einer

Glaskammer im hängenden Tropfen \-erwenden. Die Bildung
der kleinen Quecksilberkügelchen, ihre Ansammlung und teilweise

\'ereinigung an der tiefsten Stelle des Tropfens sowie das teil-

weise Sublimieren des Hg in die Umgebung des Reagens läßt sich

mit dem Mikroskop schrittweise verfolgen. Auch hiei' gelingt die

Reaktion besser bei schwächeren HCN-Konzentrationen, indem sich

größere Ouecksilbertropfen bilden.

Unter den geschilderten \'ersuchsbedingungen (selbsttätiges
Cberdestillieren der HCN bei Zimmertemperatur), demnach bei

Vermeidung des direkten Zusetzens von Hg., (NO,)., zum Unter-

suchungstropfen, der ja auch andere reduzierende Substanzen ent-

halten könnte, ist die Reaktion wohl vollkommen eindeutig. Ihre

i- F. Emich, 1. c. p. 123 —1^4; p. 143. 148, 174.

- H. Molisch, 1. c, p. 55 u. 61.

3 0. Tun mann, PnanzenmiUrochemie, 1013, p. 74, p. 109 und p. 114.

4 K. Peche, 1. c, p. 4 —(S.
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Empfindlichkeit steht jedoch der mit Silbernitrat bedeutend
nach: es konnte HCN noch aus einer Cyankaliumlösung 1 : ö.OCM)

(()-(V2"'/„) nachgewiesen werden, was einer Blausäureverdünnung
von 1 : 12.000 (0-0083 7p) entspricht. Der Grund hiefür dürfte in

der teilweisen Flüchtigkeit des sich an der Grenzfläche von Tropfen
und Atmosphäre bildenden Hg zu suchen sein. Wenn also der

Nachweis von HCN als Silbercyanid auch 80 mal empfindlicher ist

als der mit Mercuronitrat, so wird letzterer trotzdem, falls es sich

nicht um Spuren von Blausäure handelt, herangezogen werden
können.

3. Nachweis der Blausäure mittels Benzidin-Kupferacetat.

Abgesehen von den spezifischen Blciusäureproben (BerHncrblaureaktion.

Rhodanreaktion, in gewissem Sinne auch die Proben mit Silbernitrat, Mercuronitrat,

Pikrinsäure-Soda etc.) ist noch eine Reihe von Farbenreaktionen bekannt, welche
infoige ihrer großen Empfindlichkeit, trotzdem sie nicht vöHig eindeutig sind, als

X'orproben in der makrochemischen Analyse verwendet werden.

1

Sie beruhen alle darauf, daß Blausäure in Gegenv/art von ("uprisalzen
oxydierend wirkt und dadurch verschiedene farblose Substanzen in ihre gefärbten

Oxydationsprodukte umgewandelt werden. In dieser Weise werden Guajakharz-
CuSOj, Aloin-CuSOj, alkalische Phenolphtalinlösung verwendet und in

neuerer Zeit hat Moir^ Hj^drocoerulignon-Kupferacetat, respektive Ben-
zidin-Kupferacetat empfohlen.

Da die beiden letztgenannten Reagentien sich durch ihre

Haltbarkeit -und große Empfindlichkeit auszeichnen und dem
Behrens'schen Prinzip der >J\rystallfällung« entsprechen, so er-

schienen sie für mikrochemische Untersuchungen sehr geeignet.

Leider war ich nicht in der Lage, mir Hydrocoerulignon
(CjoHjgO,; —ein Diphenylderivat: Empfindlichkeit 1:5,000.000!)

zu verschaffen: die Anwendung von Benzidinacetat-Kupri-
acetat ergab jedoch sehr günstige Resultate.

i!) Reagens. Als Reagens wurde in Anlehnung iin die

Angaben von Pertusi und Gastaldi •• ein Gemisch von folgenden

Substanzen verwendet: \ cin^ 3 %-KupriacetatlüSung. \0 cur" ge-

sättigte Benzidinacetatlösung und 16 cur reines Wasser. Das
Reagens hat — in dickerer Schicht — eine schwachgelbgrüne
Färbung und ist eiiiige Zeit haltbar.

h) Reaktion s\ erlauf und Beschaffenheit des Reaktions-
produktes. Um die Eindeutigkeit der Re,iktion einigermaßen zu

erhöhen (vgl. Punkt c) wurde auch in diesem Falle die Probe in

der Glaskammer mit dem Reagens im hängenden Tropfen durch-

1 Vgl. auch B. Rosen thale r, Der Nachweis organischer Verbindungen. Stutt-

gart 1914. p. 492—495.

- J. Müir, New sensitive fest for hvdrocvanic acid. Proc. Cheni. Soc. May
19!U, 14. Bd., p. 115. Ref. Pharmaceutical Journal, Bd. 84 (1910), p. 759.

•' ('. Pertusi und E. Gastaldi, Neue allgemeine Methode zum Nachweis
der i;Uiusäure. Chem. Ztg., Jahrg. 37 (19i:3), p. 009—010.



Nachweis pnanzliclicr Blausaurcverbindungen. 40o

geführt, die leichte Verdampfung freier, respektive freigemachter

Blausäure schon bei Zimmertemperatur wie in den beiden vorher

beschriebenen Reaktionen benützend.

hifolge der durch das Kuprisalz vermittelten Oxydations-

wirkung der absorbierten Blausäure entstehen im hängenden Tropfen

bei geringer HCN-Konzentration schöne blaue, nadeiförmige
Krystalle, während bei größeren HCN-Mengen eine mehr einheit-

liche Decke ultrtimarinblauer Körnchen und Nädelchen entsteht. Die

chemische Natur dieses krystallisierten, wasserunlöslichen Oxyda-
tionsproduktes des Benzidins ist noch nicht völlig aufgeklärt; es

ist jedenfalls völlig analog dem sogenannten »Benzidinchromat«,
das bei Einwirkung \-on Chromaten und Bichromaten auf Benzidin

allein entsteht (vgl. die diesbezügliche Untersuchung \on Wü-
stätter und Piccard\) und das auch unter diesem Namen zum
mikrochemischen Nachweis von Chromsäure mit Vorteil heran-

gezogen wurde,- analog auch dem »Benzidinferricj'anid« (Moir-

Barziiowsky), das aus Benzidin und Ferricj^-aniden direkt entsteht

und das von Behrens '^ zum mikrochemischen Nachweis der Ferri-

und Ferrocyan wasserstoffsäure (Trennung durch Chinolin) ver-

wendet wurde. Nach den Untersuchungen von Seh lenk und
Knorr^ handelt es sich in allen diesen Fällen um die ent-

sprechenden meri-Diphenochinondiimoniumsalze (auf 1 Mol. Imin

1 Mol. Amin und 2 Äquivalente Säure enthaltend), die ihre lebhafte

Färbung der chinoiden Bindung verdanken.

In auch nur schwachen Säuren oder Alkalien werden diese

krvstallisierten blauen Verbindungen zerstört, wie schon Madelung^
festgestellt hat.

Im polarisierten Lichte leuchten die größeren Krystallnadeln

auf, zeigen eine gerade Auslöschung und Pleochroismus.

c) Eindeutigkeit der Reaktion. —Benzidin allein liefert entsprechende

tlaue Oxydutionsprodukte mit Ferricyaniden, Chromaten, Bichromaten, Permanga-
naten, Perjodaten, Persulfaten. Platinchlorid, Goldchlorid, Eisenchlorid ; Wasserstoff-

superoxyd-Peroxydasen, Ozon, Oxyhämoglobin. —Nur bei Gegenwart von Cupri-

acetat geben nach Pertusi's*' Untersuchungen Bromide (sehr langsam), Jodide,

Cyanide, Ferrocyanide und Rhodanide die betreffenden blauen Oxydationsverbin-

dungen des Benzidins.

1 R. Willstättcr und Jean Piccard, Über meri-Chinon-imine IT. Ber. d.

deutsch, ehem. Gesellsch. (Berhn). 1908, 41.2 Bd., p. 3245—3252.

- Vgl. hierzu H. Behrens, Anleitung z. mikrochem. Analvse, 2. Aufl., 1899,

p. 102. —H. Behrens-Kley, 1. c, p. 89. —F. Emich, 1. c, p" 100.

3 H. Behrens-Kley, 1. c, p. 180—181.
i W. Schlenk und Aug. Knorr, Über chinoide Biphemiderivate. Lieb.

.Annalen d. Chemie, 1908, Bd. 363, p. 313—339.

ö W.Madelung, Über stark gefärbte holo- und meri-chinoide Imoniumsalze

des Benzidins etc. Ber. d. deutsch, ehem. Gesellsch. (Berlin). 1911. 44.1 Bd..

p. 626-631.
' C. Pertusi und E. Gastaldi, 1. c. p. 609.
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Durch die angegebene \'ersuchsanstellung werden freilich die

meisten dieser Substanzen, da sie nicht gasförmig oder flüchtig

sind, ausgeschaltet. Nur Ozon, Jod iBromj und Rhodan-
wasserstoffsäure \erhalten sich identisch wie Cyanwasserstoff.

HSCN kann, ebenso wie bei der Reaktion mit AgNOg (vgl. p. 13)

durch einen beigegebenen zweiten hängenden Tropfen von \'er-

dünnter Fe Cl.^ sichergestellt werden, Jod und eventuell Brom durch

einen ebensolchen von Stärkekleister, so daß die Reaktion mit

Benzidin-Kupferacetat in der dargestellten mikrochemischen
Anordnung doch als hinreichend eindeutig gegenüber Blau-
säure bezeichnet werden kann, um brauchbare Resultate zu liefern.

In der Praxis wird man trotzdem diese Reaktion wohl nie allein,

sondern in Verbindung mit dem Silbercyanidnachw^eis (zwei hängende
Tropfen nebeneinander in einer Glaskammer) anwenden, wobei sich

die Eindeutigkeit der Probe mit AgNO^ und die noch größere

Empfindlichkeit (vgl. Punkt J) des Benzidinreagens in bester Weise
ergänzen.

Für die in iliiem V\'escn selir verwandte HCX-Reaktion Scliönbein's mit

Guajaktinktur-Cu S0| wird von Anderson i und Kolthoff- —anscheinend nicht

unabhängig voneinander —angegeben, daß sie in ihrem Werte dadurch geschmälert

sei, daß »auch indifferente .Stoffe, wie Ammoniak und Zigarrenrauch« den
positiven Ausfall der Reaktion bewirkten. Für das Benzidin-Kupferacetatreagen s

gilt dies von XH;;, wie ich mich überzeugte, jedoch keineswegs. Zigarrenrauch kann
aber —wie bereits früher eingehend dargestellt wurde —gegenüber einem Blau-
säurereagens nicht als »indifferenter Stoff« bezeichnet werden. Der Umstand, daß

Zigarrenrauch regelmäßig HCN oder Cyanide in nachweisbaren Mengen enthält,

scheint den beiden genannten Autoren entgangen zu sein.

Die von mir zum Nachweis von HCN im Leuchtgas und
Zigarettenrauch angestellten Versuche (vgl. p. 14 und p. 15)

gelingen bei Verwendung des Benzidinreagens an Stelle des 1%-
Silbernitrates, der gesteigerten Empfindlichkeit entsprechend, noch
wesentlich besser, so daß auch hierbei stets beide Proben gleich-

zeitig ausgeführt wurden.

d) Empfindlichkeit der Reaktion. —Wie bereits erwähnt,

ist die Empfindlichkeit des Benzidin-Kupferacetatreagens eine be-

deutende; aus einem Normaltropfen einer 0-00008 %-KCN-Lösung
(1 : 1,250.000) erfolgt nach dem Ansäuern noch deutlich positive

Reaktion im hängenden Tropfen (blaue Einzelnadeln, besonders

am Tropfenrand). Dies entspricht einer HCN-Konzentration von
1 : 3,000.000, respektive 0-02 v HCNim Normaltropfen. Die Reaktion

ist daher noch dreimal empfindlicher als diejenige mit Silbernitrat

im hängenden Tropfen, für eine biologische Anwendung, wo es

sich meist um sehr geringe HCN-Mengen handelt, deshalb besonders

geeignet.

1 G. Anderson. 1. c. (191t)), p. 4(!7.

-'
.1. M. Kolthoff. 1. c. (lOlS), p. I."..
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4. Übersicht über die mikrochemischen HCN-Reaktionen.

Auch die übrigen gebräuchlichen Blausäureproben wurden
auf ihre mikrochemische Verwertbarkeit geprüft. Doch weder die

sonst so empfindliche Rhodanreaktion (Lieb ig), noch die von

allen Autoren übereinstimmend als recht unempfindlich und wenig
brauchbar bezeichnete Probe mit Pikrinsäure-Soda, noch andere

erwiesen sich als mikrochemisch mit einigem Vorteil anwend-
bar, so daß auf die diesbezügliclien Untersuchungen nicht näher

eingegangen werden soll.

Zu der in der Mikrochemie bereits lange geübten Blausäure-

leaktion durch Bildung von Berlinerblau direkt im Lösungstropfen

können demnach zwei Reaktionen in der Glaskammer mit Silber-

nitrat, respektive Benzidin - Kupferacetat im hängenden
Tropfen gestellt werden, die an Einfachheit der Handhabung
imd Empfindlichkeit^ erstgenannte noch übertreffen und zur

Anwendung auf biologische Objekte durch die Möglichkeit.

Spuren erst langsam entstehender HCN zu summieren, besonders

geeignet erscheinen.

IL Mikrochemischer HCN-Nachweis in Anwendung
auf pflanzliche Objekte.

I. Rein qualitativer Nach\A7eis.

Man kann Avohl sagen, sämtliche Befunde über ein neues Vorkommen von
HCN in der Pflanze, sei es als Glukosid, sei es in locker gebundener, noch nicht

näher bekannter Form, wurden bisher auf Grund makröche misch er Analyse
£!;e\vonnen. Guignard - z. 11, der eine große Zahl blausäureführender Pflanzen ent-

deckte, verwendete bei seinen Untersuchungen gewöhnlich 100. 5^ des betreffenden

frischen Gewächses, nur in seltenen Fällen bloß l(-\g'.

Die Vorteile, welche eine mikrochemische qualitative Untersuchung von
pflanzlichen Objekten auf Blausäure bietet, liegen auf der Hand; nebst Material-

und Zeitersparnis ist es der Umstand, daß die oft erheblichen Individual- und
Altersschwankungen im HCN-Gehalte einer bestimmten Art bei Untersuchung eines
Blattfragmentes, eines kleinen Rinden- oder Stengelstückchens oder einiger Samen-
querschnitte, also gerade erst durch die mikrochemische Methode aufgedeckt werden
<vgl. Beispiel I bis III ini folgenden).

hl der Tat eignen sich einige der ini \'orhergehenden beschrie-

benen Reaktionen zum Nachweis von HCN in geringen Mengen

1 Empfindlichkeit der Berlinerblauprobe nach Behrens-KIey (1. c. p. 18uj:
0-07 yCN, Empfindlichkeit des Nachweises mit Silbernitrat:- 0-06 y HCN, desjenigen
mit Benzidin-Kupferacetat: 0-02 y HCN. — Eine »Geruchsdiagnose« ist bei

solchen Größenordnungen völlig unmöglich!

- L. Guignard, Sur l'existence, dans certains grosseilliers, d'un composc
fournissant de l'acide cyanhydrique. Compt. rend., 141. lid. (1905'2), p. 448—452;
Nouveau.\ exemples de Rosacees ä acide cvanhvdrique. Compt. rend., 143. 15d.

(1906/2), p. 451.
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pflanzlicher Objekte, und zwar sowohl der glukosidisch wie der
»locker'< gebundenen. Da sämtliche dieser Mikro-Blausäurereaktionen

in der Glaskammer mit dem Reagens als hängender Tropfen
ausgeführt werden müssen, können sie nur zum qualitativen Nach-
weise benützt werden, sind also in ihrer Bewertung der Mikro-
sublimation gleichzustellen, die in letzter Zeit in der Pflanzen-

mikrochemie und bei der Beurteilung von Drogen etc. immer
häufiger angewendet wird.

Am geeignetslen für Pflanzenmaterial sind die beiden empfind-

lichsten Proben, nämlich die mit AgNO.-Methylenblau im hängenden
Tropfen (p. 8) und die mit Benzidin-Kupferacetat (p. 20). Da letzt-

genanntes Reagens zwar noch empfindlicher ist als Ag NO.,, aber

nicht als völlig eindeutig erscheint, benütze ich entweder nur
Silbernitrat-Methylenblau oder beide Reagentien zugleich, tropfen-

weise nebeneinander hängend. — In die Glaskammer mit fixem

Boden (\4mm Durchmesser, Q mmHöhe) gelangt etwas von dem
Pflanzenmaterial. Glukosidisch gebundene HCNwird beim Befeuchten

der fein zerschnittenen Objekte durch die stets gleichzeitig vor-

handenen Fermente (Emulsin, Phaseolunatase, Linase etc.) in meist

kurzer Zeit in Freiheit gesetzt, während bei der * lockeren« HCN-
Bindung (z. B. bei Prunus laiirocerasiis) ein möglichst rasches

Einbringen der frischen, unbefeuchteten Schnitte genügt.

Die Zeit der fermentativen Mazeration, die bis zum
Freiwerden der Blausäure aus den betreffenden Glukosiden ver-

streicht, ist bei den einzelnen Pflanzen eine wesentlich verschie-
dene; sie ist jedenfalls abhängig von der relativen Konzentration

der Glukoside, sowie von der Wasserlöslichkeit, Diffusionsfähigkeit

und Wirksamkeit der entsprechenden Enzyme. Während z. B. bei

Rosaceensamen, Arum maculatum, Isopyrum thalictroides, Thalic-

trum aquilegifolinm, Vicia sativa die enzymatische Spaltung in

kurzer Zeit (bis ^j.^ Stunde) erfolgt, benötigt sie bei Phaseoliis

limatus bereits mehrere, bei Sainhncns nigra 4 bis 6 Stunden,^
so daß man die beschickten Glaskammern sicherheitshalber zirka

10 Stunden sich selbst überläßt, bevor ein endgültiger Schluß über

den Ausfall der Reaktionen gezogen werden kann. Positive Resul-

tate jedoch lassen sich natürlich schon viel früher gewinnen.

In allen Fällen kann man aber das Freiwerden der Blausäure,

insbesondere wenn es sich um Blatt- oder Stengelfragmente handelt,

durch Beigabe von Anästhetika (Chloroform, Äther) beschleu-
nigen.

1 Sambucits nigra enthält ein besonders träges Emulsin, was Bourquc-
lot und Danjou (Compt. rcnd., 141. Bd.. 1905; 2, p. 59 und 598—600) zuerst

veranlaßtc, den Blättern \on Samlnictts 'Em\\\?>\n überhaupt abzusprechen, während
Ravenna von einem wassei unlöslichen Emulsin sprach —Behauptungen, die schon

von Guignard (Nouvellcs obserwitions etc. Gompt. rend., 141. Bd., 1905/2. p. 1193

bis 1201) widerlegt wurden.
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M. Mirandei hat als erster 1909 diese Methode angewendet, indem er

Teile von HCN-führenden Pflanzen (Sprosse, Aste oder das ganze Kraut) in eine

geschlossene Röhre brachte, die mit Dämpfen von Hg, CSg, Chloroform, Äther u. a.

erfüllt war. Durch die lasche Tötung- des Gewebes gelangten die getrennt gelagerten

Komponenten, Blausäureglukosid und P'erment, alsbald in Kontakt und es wurde
HCN-frei, die mittels eines aufgehängten Pikrinsäuresodapapiers nachgewiesen wurde
oder sich durch den bloßen Geruch bemerkbar machte. —Auf diese ^^'eisc ent-

deckte Mi ran de eine Reihe neuer HCN-führender Pflanzen.

Guignard - erzielte mit dieser Methode bei Cruciferen (niyronsaures Kalium-
Myrosin) ähnliche Resultate. Wie Pougnet^ zeigte, läßt sich die Abtötung des
Gewebes ohne Schädigung des Fermentes auch durch Bestrahlung mit ultra-

violettem Lichte (zirka 15 Minuten) bewerkstelligen. Auch in diesem Falle ward
aus den Blausäureglukosiden HCN frei.

Die mikrochemische Anwendbarkeit dieser Methode soll

an den Verhältnissen bei Arum tnaadatmn dargetan werden.

Zerschneidet man ein Blattstückchen von Arilin so fein als möglich und läßt

die Schnitte in der Glaskammer mit Wasser mazerieren, so erscheint erst nach
zirka 2 Stunden im hängenden Silbernitrattropfen ein nennenswerter Niederschlag
von Silbercyanidkrystallen. Bringt man jedoch ein Blattstückchen von zirka 1 cm-
Fläche als ganzes in die Glaskammer und befeuchtet es direkt mit einigen Tropfen
Chloroform (erst ein Überschuß von Chloroform schädigt Emulsin *) und schließt

die Kämmer durch ein Gläschen mit einem hängenden Ag N03-Tropfen ab, so ist

bereits in 5 bis 10 Minuten die Reaktion nahezu beendet und ein reicher AgCN-
Niederschlag vorhanden.

Ebenso \erlaufen Versuche bei Isopyrnm, Rammculns arveusis,

Alelica mit aus, Aspidium ßlix nias, Triglochiti pahistre.

Der Zusatz von Chloroform, wie er ja in ähnlicher Weise
bereits von Weevers^ für den mikrochemischen Nachweis von
Ammonium vorgeschlagen wurde, bietet demnach bedeutende Vor-
teile und wurde daher beim HCN-Nachweise ständig angewendet.
Überdies wird bei der bis auf 10 Stunden ausgedehnten Fermenta-
tion jegliche Bakterienwirkung in irgendeiner Richtung hierdurch
völlig ausgeschlossen.

Speziell mit dem vSilbernitratreagens im hängenden Tropfen
wurden auf diese Weise sämtliche erreichbaren Pflanzen, denen
das Vorkommen von HCN zugeschrieben wird," geprüft und nahezu

1 M. Mirande, Inlluence exercee par certaines vapeurs sur la cyanogenese
vegetale. Procede rapide pour la recherche des plantes ä acide cyanhvdrique. Compt.
rend., Bd. 149 (19092), p. 140—142.

- L. Guignard, Influence de l'anesthesie et du gel sur le dedoublement de
certains glucosides chez les plantes. Comptes rend., 149. Bd. (1909/2), p. 91 —93.

3 M. Pougnet, Actions des rayons ultraviolets sur les plantes ä commarine
et quelque plantes dont l'odeur provient de glucosides dedoubles. Comptes rend.,

1.31. Bd. (1010), p. 566—569.

^ Vgl. E. Abderhalden. Biochem. Handlexikon, V. Bd., p. 564—568.
-' Th. Weevers, Das Vorkommen des Ammoniaks und der Ammonsalze in

den Pflanzen. Rec. Trav. bot. Neerl., Bd. 13 (1916), p. 63.

« Vgl. die letzte (1919) Liste von Rosenthaler, 1. c, p, 295—297, 307—313,
324—329. 341—346.



408 IJ. 1 j r II n s w" n

in allen Phallen eindeutig nachgewiesen. Ausnahmen bildeten nur:

Trifoliiiiri repeus, Lepidhun salivuui, Crataegus n.xyacantha, einige

Gräser, wobei die Schuld wohl an dem Alterszustande des be-

treffenden Materials liegen dürfte oder das HCN-\^orkommen da
bloß fakultativ ist, wie es H. E. und E. F. Armstrong^ für das

Linamarin von Lotus coruiLidatus bereits feststellten, indem sie

Exemplare von allen Teilen Europas untersuchten und »häufig,
jedoch keineswegs immer« ein blausäureführendes Glukosid
und ein entsprechendes Ferment nachweisen konnten.

Die Gestalt der erhaltenen Silbercyanidkrj^stalle ist eine je

nach Schnelligkeit der HCN-Abspaltung und erreichter Konzentra-
tion recht verschiedene; nadelige, rankenförmige oder verfilzte

Bildungen treten bei rascher, reichlicher Blausäureabspaltung auf

(Rosaceen, Araceen, manche Ranunculaceen), während zumeist
stark blau gefärbte Krystalldrusen, Sphärire oder Klumpen ent-

stehen, um so größer, je langsamer die Fermentation vor sich geht.

Niemals traten bei der Durchprüfung mehrerer hundert Pflanzen

irgendwelche andere Krystalle auf, die durch Methylenblau gefärbt

gewesen wären und der Loslichkeit von AgCN entsprachen, häufiger

ist nur (z. B. bei Cruciferen) ein durch gasförmige reduzierende

Substanzen herxorgerufener Silberspiegel (braune, krystallinische

Körnchen oder ein zusammenhängendes Häutchen), der aber die

eventuelle Krystallisation des blau gefärbten Silbercyanids nicht

beeinträchtigt (z. B. bei Lepidiuui Draba).-

Die Empfindlichkeit der angegebenen Reaktionen soll noch
durch folgendes Beispiel belegt werden:

Versuchsobjekt: ThaUclnnn iiqiiilcgifoliiiin L., junge, unreife Samen (Juli)

von zirka 3 nun Länge und weniger als 1 //;//; Breite und Tiefe. —Es reagierten

a) mit dem Silbernitratreagens in der Glaskammer (-H Chloroform) sehr
rasch —12 Samen, deutlich —5 Samen, nach 10 Minuten eindeutig —
] Samen;

h) mit dem Benzidinreagens sehr deutlich —5 Samen, deutlich -

1 Samen, noch einwandfrei positiv — J
j Same (^ zirka Kugel von \ niiii

Durchmesser!).

i Henry E. Armstrong, E. Frankland Armstrong und Edward Horton,
Studien über Kräuter I.: Lotus corniculatus, eine cyanhältige Pflanze. Proc. Ro\-al.

Soc. London, Serie B, 84. Bd. (HUI), p. 471 —484."

2 Rhodan wasserstoffsäure, welche die Eindeutigkeit der Reaktion ge-

fährden könnte, kommt im Pilanzenreich nach Czapek (1. c. III. Bd. |1921"|, p. li'iM

nur in Cruciferensamen —wohl in Esterbindung — vor. Außerdem gibt W. 1>.

Kooper (Untersuchungen über die schwefelhaltigen Verbindungen in AUium cepa.

Ztschr. f. Untersuch, d. Nahrungs- und Genußmittel, li). Bd. [lOlOl. p. 569—571^
für den Preßsatt von Alliinn cepa einen starken Gehalt an Thiocyanwasserstoff an.

Wz'i der mikrochemischen Untersuchung und bei direktem Zusatz von verdünnter
I"e Cl;; konnte HSCN jedoch nicht nachgewiesen werden. Der von Kooper mit

Colasanti's Reaktionen (a-Xaphtol, respektive Thymol + konzentrierte H2SO,)
gefundene Rhodanwasserstoff dürfte daher erst bei der .Analyse aus seiner Ester-

bindung freigemacht worden sein.
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Xiir beschränkte Anwendung kann die \ iel weniger

empfindliclie Reaktion mit Merkuronitrat im hängendenTropfen
finden, da die Blausäureverbindungen in der Pflanze meist in sehr

geringen Konzentrationen vorhanden sind und bei ihrer Spaltung

nur 0"5Vo [Pi'uuus javanicns, sehr junge Blätter) —0*003°/o
HCN (grüne Rinde von Sambuais nigra), bezogen auf das Gewicht
der frischen Substanz, entstehen.

Als Untersuchungsmaterial dienten stets intakte Samen
und frische Pflanzen, es wurde jedoch auch die Frage geprüft,

inwieweit man Herbarmaterial ^ zur Ausführung dieser Reaktionen

heranziehen kann, weil dadurch die Durchprüfung seltener oder

gerade nicht frisch zur Verfügung stehender Arten ermöglicht wäre.

Die Blattfragmente der betreffenden Herbarpflanzen wurden zu

diesem Zwecke möglichst fein gepulvert in die kleinen Glaskammern
mit fixem Boden (vgl. p. 8) gefüllt und mit Wasser durchfeuchtet.

Der Zusatz von Chloroform wurde hierbei —als überflüssig —
unterlassen. Wie die nachfolgende Tabelle zeigt, konnte —wider

Erwarten —in der Mehrzahl der untersuchten heimischen Blau-

säurepflanzen HCN nachgewiesen werden, wenn auch überall in

geringeren Mengen als beim frischen Material.

Auch hier zeigen sich zwei Gruppen. Diejenigen Pflanzen,

die ein faßbares Blausäureglukosid enthalten (für die man daher
eine getrennte Lokalisation von Glukosid und Ferment im Gewebe
annehmen muß), weisen nicht so wesentlich abgeschwächte
Reaktionen bei der Mazeration des getrockneten Materials in bloßem
Wasser auf, z. B. Rosaceen, Picris, Mc/icu, Scliciiclizcria, während
die Pflanzen mit noch unbekannter oder sogenannter »lockerer«

HCN-Bindung (wo man also Glukosid und ein sehr wirksames
Ferment in denselben Zellen annehmen könnte), nur sehr
•schwach oder gar nicht mehr reagierten, z. B. Ranunculaceen,
Arilin nidcnlatum.

Sainhuciis niffi'Lt, der. wie bereits erwälmt, ein sehr träges, schwer wasser-
lösliches Emulsin hat, reagierte auch in 10 Stunden nur in Spuren: durch Zusatz
einiger Schnitte völlig si.il.ler Mandeln (an Stelle eines Eniulsinpräparates) konnte

1 Die einzige Angabe über den HCN-Gehalt trockener I^llanzen fand ich bei

M. Mirande (1. c, p. 141), der mit seiner Methode bei trockenen Blättern gar
keine HCN feststellen konnte, bei wieder angefeuchteten Teilen nur schlechte Resul-

tate erzielte. E. f'ouperot (Ptrtes en nitrates et en acide cj'anhydrique, chez les

plantes qui en renferment. pendant leur dessiccation, .lourn. d. Pharm, et de Chimie,
6f Serie, T. 29 [1909]. p. 100 —102) erörtert zwar ebenfalls diese Frage, beschränkt
jedoch seine Versuche auf drei Hollunderarten iS,iiiibiiciis nij^Tij. S. laciiiiala.

S. raceinosa), die wegen ihres besonders trägen Emulsins (vgl. p. 24) aber keines-
wegs als typische iiCN-Pllanzen angesehen werden können. Langsam nach phar-
mazeutischer Praxis an der Luft getrocknete HoUunderblätter verlieren hierbei ein

Fünftel bis einhalb ihres Gehaltes an HCN und Nitrat, was Couperot einer sekun-
dären l'"ermentation zuschreibt: die rasch bei 60° im Trockenschrank behandelten
Blätter weisen denselben HCN-Gehalt wie frische auf, was bei der schweren Spalt-

barkeit des Sambunigrins nicht verwunderlich ist (vgl. die Resultate mit Sivnbuctis
in umstehender Tabelle 1).

Sit/.uiigsbfrichtf d. ni:itlHiii.-iiatur\v. Kl., Abt. I, l.'i(i. l!d. 30
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die Spaltung des Sambunigi'ins beschleunigt werden. In diesem Falle handelt es

sich also um die Schädigung des ohnehin schon wenig wirksamen Fermentes, nicht

aber um eine beim Trockenprozeß bereits erfolgte Spaltung der Blausäurevcrbindung.

Um jedoch die Anwendbarkeit und die Vorteile des mikro-

chemischen Nachweises von HCNaus Pflanzenteüen mittels AgNOg-
Methylenblau, respektive Benzidin-Kupferacetat im hän-
genden Tropfen besser zu veranschaulichen, mögen einige be-

sonders ausgearbeitete Beispiele hiefür angeführt werden.

I. Vorkommen von HCN bei der Gattung Ribcs.

Nachdem bereits Jorissen^ 1884 gefunden hatte, daß Ribcs

aureiim Pursh. eine blausäurefijhrende Pflanze sei, widmete
Guignard- später dieser Gattung neuerdings seine Aufmerksam-
keit. Aus den Blättern von Rihes rubrum ].. konnte er während
der ganzen Vegetationsperiode HCN gewinnen, und zwar mit fort-

schreitender Jahreszeit in immer geringeren iMengen: 0*0035 Vo
(vom Lebendgewicht) HCN (Juni) —0-0015% HCN (August). Die

Rinde der einjährigen Zweige gab nur sehr wenig HCN—es

genügte kaum für die Berlinerblaureaktion; in Wurzel und
Samen von R. rubruiii war überhaupt keine HCN nachzuweisen.

Das Vorkommen von Cyanwasserstoffsäure bei Ribes anreuni

Pursh. konnte Guignard bestätigen, negativ verliefen seine makro-
chemischen Blausäurereaktionen hingegen bei Mazeration von Ribes

nigruni, R. uva crispa, R. sanguiiicuii/, R. nuiUißorimi, R. stib-

vestitum, R. prosfratum, R. (rordoniantim (=: aureum X sangui-

nemn), so daß es den Anschein hatte, als sei das Vorkommen
einer cyanogenen Substanz in der Gattung Ribes relativ selten.

Im Verlauf eines Jahres prüfte ich nun ständig die im hiesigen

botanischen Garten kultivierten 20 Ribes-Arien mittels der mikro-
chemischen Methoden und gelangte zu etwas abweichenden
Ergebnissen, die in der folgenden Übersichtstabelle veranschaulicht

werden.

Bei der überwiegenden Mehrzahl der imtersuchten Arten

(14 von 20!) konnte in den jungen, eben ausgetriebenen Blättern

und Stengeln HCNnachgewiesen werden, freilich in verschiedener

Menge. Unter den biausäureführenden Arten reagierte neben Ribes
rubrum L. weitaus am stärksten Ribes alpinmn L.; Ribes iiigrum,

R. iiva crispa, R. Gordoniaiiiim, bei denen Guignard keine Blau-
säure nachweisen konnte, lieferten eindeutig positive Reaktionen.

Bemerkenswert ist jedoch das Verhalten der völlig aus-
gewachsenen Blätter, die, wie die Tabelle zeigt, bereits im Mai,

1 A. -Torissen, Bull, de l'acad. rov. des Sciences de Belgique, 1884, 3e serie,

t. VIII, p. 257.

2 L. Guignard, Sur l'existence, dans certains grdsseilliers, d'un compose
fournissant de I'acide cyanhydrique. Compt. rend., 141. Bd., 1905/2, p. 448 —452.
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knapp nach der Blüte, bei den meisten Arten keine mikrochemisch
nachweisbaren Mengen von HCN mehr enthalten, während die

noch in Ausbildung begriffenen Jüngsten Blatter an denselben
Sprossen Blausäure in annähernd demselben Ma(3e führen vv'ie

die ersten Triebe im März.

Infolge des sehr trockenen, heißen Sommers setzte der Laub-
fall früh ein; mit Ausnahme von Ribts nibrnni L., dessen vier

letzte Blätter am Strauche, schon völlig vertrocknet, trotzdem noch
positiv auf HCN reagierten, konnte bei keiner der Arten mehr
Blausäure in den Blättern nachgewiesen werden. Manche der beob-

achteten Arten jedoch trieben, begünstigt durch das warme Herbst-

wetter, beim Laubfall zum zweiten Male aus. Diese jungen Blättchen

stimmten in ihrem Blausäuregehalt mit denen des Frühjahres überein.

Es hat demnach den Anschein, als ob bei Ribes eine Blau-

säureverbindung nur als intermediäres Produkt beim Aufbau der

Blatt- und Stengelorgane auftritt, um dann rasch ^\•ieder zu ver-

schwinden. Bloß Ribes riibnun L., das HCN besonders reichlich

führt, bildet eine Ausnahme \-on diesem \^erhalten. —Damit zeigt

Ribes einen auffallenden Unterschied gegenüber den Verhältnissen

in den beiden folgenden Beispielen, nämlich zu den Blausäure-

glukosiden der Rosaceen {Crataegus) und den nicht näher bekannten
HCN-Verbindungen der Araceen.

II. Vorkommen \on HCNbei der Gattung Crafacgiis.

Blausäureglukoside finden sich bei den Rosaceen sehr häufig;

regelmäßig treten sie auf bei den Pntiundcac, nicht durchgängig
bei den Poinoiücac und Spiraeoideae, gar nicht hingegen bei den
Rosoideae.

Über die besonders in Nordamerika so artenreiche Gattung

Crataegus {Pomoideae) liegen in dieser Hinsicht noch keine näheren

Untersuchungen vor. Nur Wicke ^ und nach ihm E. Lehmann
fanden bei Crataegus oxyacantlia L. HCN nebst Benzaldeh3'd in

den Samen und jungen Sprossen, nicht aber in den Blättern \'or.

Im folgenden sei eine Übersicht über 23 von mir nach der

mikrochemischen Methode untersuchten Crataegus-Avten (zumeist

kultiviert im Botanischen Garten der Universität Wien) gegeben.

Auch hier wurde die Untersuchung über eine ganze Vegetations-

periode ausgedehnt (vgl. Tabelle p. 34 —85).

Hierbei zeigt sich, daß bei Crataegus gewisse Arten {Cr. Dou-
gtasii Ldl., Cr. pentagyua W. K., Cr. Forbcsae Sargent, Cr. per-

similis |?|) Blausäureverbindungen in den Blättern in hohem
Maße und auch nach der Blüte führen, während bei der Mehr-
zahl der Arteii selbst in ganz jungen Trieben und Knospen keine

1 IT. Wicke. Annalcn d. Chemie u. i'hann.. Hd. 70 ( 1851), p. 79.
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Spur von HCN nachweisbar ist. —Irgendeine systematische Ver-
wandtschaft der fünf blausäiirehäitigen Arten liegt nicht vor. —
Wie fast überall, kann auch in diesem Falle eine relative Abnahme
des HCN-Gehaltes in den vollentwickelten Blättern (Mai) fest-

gestellt werden; bei Crataegus Holiucsiana As he war dadurch die

Empfindlichkeitsgrenze der Reaktion erreicht, so daß die Prüfung
im Mai ein negatives Resultat ergab. Bis zum September war bei

allen fünf Arten HCN gänzlich verschwunden.

Die Samen erwiesen sich, soweit sie untersucht w'erden

konnten, als blausäurefrei, ein Ergebnis, das dem Befunde Wicke's
und den allgemein an Rosaceen gemachten Erfahrungen wider-

spricht.

III. Vorkommen von HCNbei den Araccae.

Die Araceae zählen gleichwie die Rosaceae und Gramineae
unter diejenigen Familien, bei welchen am meisten blausäure-
führende Vertreter bisher bekannt wurden. Umwas für eine cyano-
.gene \^erbindung es sich hierbei handelt, wurde noch nicht sicher-

gestellt.

Durch die Untersuchungen von Jorissen (1884), Greshoff (1890), v. Rom-
1:)urgh (1897) und insbesondere von Treubl (1907) sind im ganzen 31 blausäure-
iührende Araceae bekannt,^ die sich auf die Gattungen Äriim, Anthiiriniii, Alocasia,

Colocasia, ScJii;:^>Ciisia, Lasia, Cytiospeniia, Dracontiuin und Dieffenhachia verteilen.

Die Anwendung der mikrochemischen Methode gerade bei

-dieser Familie erschien daher erfolgversprechend, zumal die Aroi-
•deen des Mediterrangebietes und die Araceaen der europäischen
-Gewächshäuser noch kaum eine Untersuchung erfahren haben.

]. Aroideae^' — Folgende Arten gaben mit ihren Blättern

und Stengeln positive Blausäurereaktionen: Aniiii Dioscoridis Sibth
et Smith var. spectabile Schott (Nr. 3), Arilin Orientale M. Bieb
(Nr. 8) in verschiedenen .Subspezies, Ariim italicmn Mi 11 (Nr. 11)
mit verschiedenen Varietäten, und in Übereinstimmung mit zahl-

reichen früheren Angaben (Jorissen, Mirande) Ariim macu-
Jatuin L. (Nr. 12) in mehreren Varietäten; ebenso Eininiiuu intortiun

O. Ktze. (früher Helicopliytlnm [Arum] Rauwolfii [Blume] Schott),
Arisarmn vulgare Targ. Tozz. und Arisartun proboscidemn (L.)

Savi, schließlich PiucUiu teniatd (Thunb.) Breitenbach.

Alle angeführten Arten wurden so\\'ohl im ersten Jugend-
stadium (Jänner, unter Schnee und Laub) als auch knapp vor der

1 M. Treub, Nouvelles recherches etc. II. Ann. d. Jardin Bot. de Buiten-
2org, 2e Serie, vol. VI (1907), p. 91.

- Vgl. L. Rosenthaler, I.e., Tabelle.

3 Die Anordnung, Nomenklatur und Numerierung erfolgte wegen der zahl-
Teichen .Synonyme, Varietäten etc. nach A. Engler, Das Pflanzenreich (Regni vege-
tabilis conspectus), Bd. IV, 23 F. Araceae —Aroideae, Leipzig 1920.
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Blüte (Mitte Mai) untersucht, ohne daß eine wesentliche quantitati-."e

Abnahme des Blausäuregehaltes in den ausgewachsenen Blättern

festgestellt werden konnte, wie dies für Arnui inactilatnui von
mancher Seite angegeben wurde.

Bei Antm iiiaculatum wurden die einzelnen Teile eingehender

geprüft. Die unterirdischen Knollen erwiesen sich als frei von HCN;
in reichem Maße führten Cyanwasserstoff alle grünen Teile, ein-

schließlich der jungen Spatha und der Infloreszenzachse bis in die

Höhe der männlichen Blüten. Nur der Appendix ergab keine Blau-

säurereaktion. •— V'on Artini Nickelii (Schott) Engl., einer

Varietät \on Ariim italiciim, standen auch Früchte und Samen
zur Verfügung. Im Juli besaßen die unreifen grünen Früchte und
die unreifen Samen einen starken HCN-Gehalt; die Mitte September
untersuchten überreifen roten Beeren und die reifen Samen reagierten

hingegen völlig negativ.

2. Araccac im allgemeinen. — Bei verschiedenen Araceen der liicsigen

Gewächshäuser konnte mikrochemisch das reichliche X'orkommen von Cyanwasser-
stoff zumindest in den jungen grünen Organen bestätigt werden, z. B. bei Cnlocasia

Xiffantea Hook. Lasia actilcala Low., Aiilhuriinii pciilaphylliim G. Don, Anfhiin'tiin

Hiirrisii G. D on.

Von den bisher noch nicht untersuchten Arten erwiesen sich

folgende Pflanzen in ihren jugendlichen Teilen als blausäure-
jührend: Anfliuriniu iinperialc Mig., Anthnriuni Binofii Linden,
Anthnrmui Migiidianiun C. Koch, Anthnriuni Scherzeriaunni

Schott, Antluirittni cnspidatnni Mast., AJocasia cnciillafa Schott,

Dieffenhachia Bausei Rgi.

Negativ verliefen die Keaktionen bei den Gattungen Pullms, l'liihnlciidi''iii.

Aglaonciiia, Schismaio/^'loUis, Taccn, Stciichicra, AiiiorphophalJus, Ziintedeschiii u. a.

Im ganzen konnten demnach nur bei der Durchprülung der

in den botanischen Instituten der Universität Wien gezogenen Ara-

ceen 14 neue blausäureführende Arten gefunden werden. Eine

Abhängigkeit des Blausäuregehaltes vom Alter des betreffenden

Organs, wie sie bei Ribes so deutlich zutage getreten ist, konnte

nicht durchgängig, sondern nur bei den Araccae mit ausdauernden
Blättern (Anlhnrium etc.) festgestellt werden.

IV. Sonstige neue Blau säure pflanzen.

Nach den vorstehenden drei ausgearbeiteten Beispielen, welche
zeigen sollen, daß die mikrochemische Methode des HCN-Nach-
weises auch für den Einblick in die physiologischen Verhältnisse

der behandelten Pflanzen von Bedeutung ist, sollen schließlich noch
kurz jene Pflanzen angeführt werden, bei denen das Vorkommen
von cyanogenen Substanzen gelegentlich der Erprobung der Mikro-

Reaktionen ebenfalls neu aufgefunden wurde, welche also zu der

Liste der blausäureführenden Pflanzen von L. Rosenthaler (1910;

noch hinzuzufügen wären:
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2. Lokalisierter HCN-Nachweis.

Weitaus schwieriger gestaltet sich der lokalisierte Nachweis
\'on Blausäure im pflanzlichen Gewebe.

Für die sogenannte »locker gebundene« HCN sind bereits

zwei diesem Zwecke entsprechende Methoden bekannt: die von
Treub^ eingeführte Berlinerblaureaktion im Verein mit dem
Bürstenverfahren und Peche's- Nachweis mit Mercuronitrat.-"

Von der Berlinerblaureaktion sagt Treub ' selbst: »Es ist,

a priori, wahrscheinlich, daß der Niederschlag von Berlinerblau,

der sich in den Blättern bei dem angegebenen Verfahren bildet,

Non dem »quasifreien« HCN herrührt und nicht \<>n der glykosidi-

schen \'erbindung (Phaseolunatin). Die folgende Erfahrung zeigt,

daß es so ist, . . . .« Diese Ansicht entspringt aus der Überlegung,
daß durch das Eintauchen der Blätter oder Schnitte in die alko-

holische Kalilauge (erster Teil der Reaktion) jede weitere fermen-

tative Spaltung eventuell vorhandener HCN-Glukoside unterbrochen

und gelähmt werden muß. Aus diesem Grunde wird die Berlinerblau-

methode bei allen jenen Objekten \' er sagen, die Glukosid und
Ferment räumlich getrennt enthalten,^ wie z. B. bei trockenen,

dünnen Schnitten von der bitteren Mandel, von Phaseolns hinatns

(Bohnensame) oder bei Blättern \'on Sambncus nigra etc.

Tatsächlich ist die Lokalisation bei der Berlinerblaumethode,

wie schon Peche betonte, nur eine bedingte und nur bei den stark

HCN-haltigen Tropenpflanzen (Pangitim cdnle, Phascohis Iiniatus,

Araceen) stets befriedigend, besitzt jedoch den Vorteil \-ollkommener

Eindeutigkeit. — Schon bei Prunus lanrocerastis, einer der an

Blausäure reichsten Pflanzen der Heimat, sah sich Peche zur

Erprobung einer feineren Methode gezwungen; mit dem Mercuro-
nitratreagens erzielte er auch an diesem Objekt sehr günstige

Ergebnisse. Wird zur Ergänzung mit demselben Material eine der

früher angegebenen qualitativen Mikroreaktionen durchgeführt, so

ist auch die Herkunft des reduzierten, metallischen Quecksilbers

eindeutig sichergestellt. —Dort, wo keine > lockere« HCN-Bindung
\orliegt, z. B. bei Anim niaciilatimi, versagt aber auch diese

Methode, was bereits Peche anscheinend erkannte.

Die für den qualitativen Blausäurenachweis so empfindlichen

Reaktionen mit Silbernitrat und Benzidin-Kupferacetat kommen

1 M. Treuh, 1. c. (1S95), p. 1 —12.

- K. Peche, 1. c, p. 4 —5 (des Separat.).

•^ Betreffs der Art der Durchführung beider Reaktionen vgl. neben den Orf-

ginalarbeiten auch: H. Molisch, Mikrochemie der Pflanze, 2. Autl. (1921), p. 101

bis 193; O. Tunmann, Pllanzenmikrochemie. 1913, p. 358-359.

4 M. Treub, 1. c, 1905 (Phaseolns luiiciliis), p. 94.

f* Die »lockere< HCN-Bindung kann man hingegen, wie bereits angedeutet,

als eine topographische Koexistenz von Blausäureglukosid und wirksamem Enzym
auffassen (vgl. p. ti).
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für die Lokalisationsermittlung im Pflanzenschnitt nicht in Betracht.

l'Yy Silbernitrat schädigt zwar, wie ich mich durch Versuche über-

zeugte, den fermentativen Prozeß gar nicht, doch das bei direktem
Kontakt gefällte Silbercyanid ist amorph, käsig weiß, ähnlich wie
Silberchlorid, und kann (\gl. p. 8) erst durch Umkrystallisieren mit

NH.. als Silbercyanid identifiziert werden, wodurch jede Lokalisation

verloren geht. Das Benzidinreagens ist gegen zahlreiche in den
Schnitten vorkommende Stoffe empfindlich (z. B. werden die sauer-

stoffübertragenden Kuprisalzspuren von Gerbstoffen abgefangen

—

Prunus luin-occi-iisits), so daß es bei direktem Kontakt mit diesen

in der Regel versagt (vgl. p. 50).

Für den lokalisierten Nachweis der aus den Glukosiden bei

langsamer F'ermentation abgespaltenen HCN ist daher keine der

vier erwähnten Proben als »abfangendes« Reagens geeignet.

Man kann also zusammenfassend feststellen, daß der lokali-

sierte Nachweis der aus pfianzlichem Gewebe freiwerdenden Blau-

säure mit den bisher bekannten Methoden bei der großen Melir-

zahl der cyanogenen Pflanzen nicht gelingt, in besonders günstigen
Fällen jedoch (bei der sogenannten »lockeren^< Bindung) und bei

relativ konzentriertem Vorkommen l'reub's Berlinerblaureaktion
und Peche's Mercuronitrat brauchbare Resultate liefern.

Die rein qualitatixen HCX- Reaktionen mit Silbernitrat-

Methj^lenblau und Benzidin-Kupferacetat im hängenden Tropfen
sind jedoch bei sämtlichen cyanogenen Pflanzen anwendbar und
speziell erstere stets eindeutig.

C. Versuch des direkten mikrochemischen Nachweises
eines Blausäureg-lukosids.

Die Unmöglichkeit eines lokalisierten Nachweises der aus
den Blausäureglukosiden abgespaltenen HCN, die im \()rhergegan-

genen Abschnitte aufgezeigt wurde, legte den Gedanken nahe, \iel-

leicht die Glukoside selbst, noch ungespalten, analytisch zu fassen

und damit dem rein qualitativen Blausäurenachweis eine wertvolle

Ergänzung zu geben.

Am längsten bekannt und am eingehendsten studiert ist das
Amygdalin ('erste Darstellung 1830 \on Robiquet-Boutron
Charland) und an diesem, bei den Rosaceen (Primoiäccic-Pomo/-
deae) so verbreiteten Glukosid habe ich alle Möglichkeiten für den
direkten mikrochemischen Nachweis dieser Substanz erprobt.

Amygdalin ist leicht löslich in Wasser und Alkohol, unlüslich in Äther.
Schon allein diese gute Löslichkeit Iaf.it einen lokalisierten Nachweis /raglich
erscheinen. Durch heiße verdünnte Sauren wird Amj^gdalin hydrolysiert, doch sind
alle entstehenden Produkte selbst wieder leicht löslich. Mit kon z en tri erter HoSO

,

gibt es, wie einige andere Glukoside (z. B. Salicin, Coniferin) eine tiefrote Färbung;
mikrochemisch ist diese Eigenschaft jedenfalls nicht verwertbar. Wohl wird ein
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Schnitt von einer bitleren .Mandel in ivonzentrierter Ho SO, in kurzem tiefviolcttrot,

doch zeigt ein unter gleiche Bedingungen gebrachter Schnitt einer süßen Mandel,

die nachweislich höchstens Spuren eines Blausäureglukosides enthält, dieselbe Farben-

reaktion, wenn auch in weit geringerem Grade; cffensichtlich tritt hier die bekannte
Raspail'sche Reaktion ein.

Durch Kochen mit Kalilauge oder Barytwasser wird AmjJ^gdalin in Amygdalin-

siiure C2QH<,gO]^3 und XH> gespalten. Diesem Umstände schreibt es auch Rosen-
thaler i zu, daß Amygdalin mit Xessler's Reagens einen gelb- bis braunroten

Niederschlag liefert, der beim Erhitzen seine Farbe kaum ändert (im Gegensatz zum
Salicin) ; das durch die freie Lauge des Reagens abgespaltene NH-j bildet das hitze-

beständige, unlösliche NHg2J.

In der Tat erhält man einen teilweise lokalisierten braunen Niederschlag»

wenn man Schnitte von bitteren Mandeln, Apfel- oder Ouittenkernen in Xessler's
Reagens auf dem Objektträger vorsichtig kurze Zeit erwärmt. Wie viel jedoch hierbei

durch Ammoniumverbindungen oder organische Substanzen mit einer XHo-Gruppe
verursacht wurde, bleibt unentschieden.

Doch schon bei Prunus laiirocerasiis L. (Schnitte aus Blatt und Stengel)

versagt die Reaktion vollends, indem sich die von Peche 2 näher studierten zahl-

reichen Gerbstoffzellen sofort intensiv gelb bis orange färben, bei stärkerem Erwärmen
liingegen das Xessler'sche Reagens zu einem tiefschwarzen Xiederschlag reduzieren. —
Es sprechen also dieselben Einwände, die gegen die Verwertbarkeit von Xessler's

Reagens zum Ammoniumnachweis im Gewebe geäußert wuixien,-j in noch gesteigertem

Maße gegen seine Verwendung zum Xachweis von Amygdalin und anderer HCX-
Glukoside, zumal da auch die meisten Saponine, wie J. Vamvakas* und Rosen-
thaler & zeigten, mit diesem Reagens starke Fällungen geben und nach der

Zusammenstellung E. Schaer's'^ bei 22 Pflanzenfamilien Saponine zugleich mit

Blausäureglukosiden vorkommen.

Mit Kaliumpermanganatlösung sollen aus Amygdalin cyansaures und
benzoesaures Kalium entstehen. Mikrochemisch gelang es mir nicht, aus Schnitten,

die in Kaliumpermanganat eintrocknen gelassen wurden, Benzoesäure au sublimieren.

Als lokale Reaktion käme dieser Weg ohnehin nicht in Beti-acht.

Die übrigen Blausäureglukoside stimnien in ihrem chemischen
Verhalten im wesentlichen mit Amygdalin überein, so daß auch

bei ihnen keine besseren Resultate zu erzielen wären.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, daß ein direkter

mikrochemischer Nachweis dieser Körper mit Hilfe ihrer bis jetzt

bekannten Eigenschaften nicht gelingt, weder qualitativ in ein-

deutiger Weise, noch auch lokalisiert. —Es zeigt sich in diesem

negativen Ergebnisse eine gewisse Analogie mit den Verhält-

nissen bei demSinigrin der Cruciferen, das Peche" an einzelnen

1 L. Rosenthaler, Das Verhalten von Xessler's Reagens gegen einige Glu-

koside (speziell Saponine) und Kohlehydrate. Pharm. Zentr. II. 47, p. r>81; Ref.

Chem. Zentralbl., 1906, II, p. 718.

- K. Peche, Mikrochemischer Xachweis der Cyanwasserstoffsäure in Prunus

Laurocerasus L. Sitzbcr. d. Akad. d. Wissensch. in Wien. 1912, Bd. CXXI, Abt. I.

3 Vgl. H. Molisch. Mikrochemie der Pflanze, 1913, p. 61.

4 Jean Vamvakas, Xessler's Reagens als Mittel des Xachweises von Saponin.

Ref. Chem. Zentralbl., 1906, II, p. 167—168.

5 L. Rosenthaler, I.e., p. 718.

>' Ed. Schaer. Schweiz. Wchschft. f. Chemie u. Pharmacie, 1910, XLVIIl,

p. 645, zitiert nach Tunmann.
? K. Peche, Mikrochemischer Xachweis des Myrosins. Ber. d. deutsch. Bot.

Gesellsch., 19i:i Bd. 31, Heft 8, p. 458-462.
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Objekten nachzuweisen versuchte, jedoch zu keinen befriedigenden,

eindeutigen Reaktionen gelangte.

D. Mikrochemischer Nachweis des Emulsins in pflanzlichen

und tierischen Objekten.

Wenn man den Begriff »Emulsin« in der Weise faßt, daß
man alle ungeformten Enzyme in Pflanze und Tier, die imstande
sind, Amygdalin in HCN, Benzaldehyd und Zucker zu spalten,

als »Emulsin im Sinne eines Gruppenbegriffes« (Molisch ^)

bezeichnet, so genießt dieses Ferment bei allen Lebewesen, von
den Bakterien, Pilzen und Flechten angefangen, bis selbst zum
Menschen herauf eine weite Verbreitung.'^

Wie Molisch ^ betont, sind spezifische, mikrochemische Re-
aktionen, die eindeutig Emulsin anzeigen, bisher nicht bekannt. Es
lag daher der Gedanke nahe, die im Abschnitt B geschilderten

empfindlichen, rein qualitativen Mikroreaktionen auf HCN mittels

AgN03, i'espektive Benzidin-Kupferacetat auch für den qualita-
tiven Nachweis von Emulsin in biologischen Objekten zu ver-

werten.

1. Qualitativer mikrochemischer Nachweis von Emulsin,

Bei makro-, respektive biochemischen Untersuchungen wurde Emulsin in der
Weise nachgewiesen, daß ein feines Gereibsel des Objektes (5 bis 50,(,'!) mit einer

1 bis 5 0/q- Lösung von Amygdalin zusammengebracht und unter Ausschluß von
Rakterienwirkung bei erhöhter Temperatur (25° big 38° C.) durch 24 bis 48 Stunden
der Fermentation i.iberlassen wurde. Der eventuelle Eintritt der Amygdalinspaltung
wurde entweder bloß durch Auftreten des Bittermandelölgeruches (K. Kobert,-^
M. Gonnermann ij eventuell in Verbindung mit dem HCN-Nachweis mittels

Schönbein's Guajakonsäure-Kupfersulfatpapier festgestellt oder es wurde in exak-
terer Weise die entstandene Blausäure abdestilliert und im Destillat nachgewiesen
(L. Guignard,ä Bertrand und Kivkind,*» L. Rosenthaler," S. Higuchi^),

1 H. Molisch, 1. c, 1921, p. 322—323.
'- Bezüglich der Verbreitung vgl. E. Abderhalden, Biochemisches Hand-

lexikon, V. Bd., p. 564 —568, sowie die dort zitierte Literatur.

3 R. Kobert, Über einige Enzyme wirbelloser Tiere. Pflüger's x\rchiv f. d.

ges. Phys., 99. Bd. (1903), p. 116 —186.

-1 ^L Gönn ermann. Über das Spaltungsvermögen von Leberhistozym und
einiger Enzjmie auf einige Glykoside und Alkaloide. Pflüger's Archiv f. d. ges.
Phys., 113. Bd. (1906), p. 168 —197.

^ L. Guignard, Quelques faits relatifs ä l'histoire de lemulsine; existence
generale de ce ferment chez les Orchidees. Compt. rend., Bd. 141 (1905/2), p. 637
bis 640.

•> G. Bertrand et L. Rivkind, Sur la repartition de la vicianine et de sa
diastase dans les graines de Legumineuses. Compt. rend.. Bd. 143 a906;2), p. 970
bis 972.

' L. Rosenthaler, Über die Verbreitung emulsinartiger Enzyme. Arch. d.

Pharm., Bd. 251 (1913), p. 56—84.

8 S. Higuchi, Über die pharmakologischen Wirkungen der Plazenta. Biochem.
Ztschft., 17. Bd. (1909), p. 21—67.
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schließlich griff man wie Gonnermannl und Higuchi^ hei tierischen Geweben
zmn Zuckernachweis in der Mazerationsllüssigkeit oder man bestimmte nach
iJourquelot's 3 biologischer Methode die Amygdalinspaltung nach dem Rückgang
des Drehungsvcrmogens in der Probeflüssigkeit.

Beim mikrochemischen Emulsinnachweis kommt jedoch im
allgemeinen nur die Feststellung des einen Spaltproduktes des

Amygdalins — der Blausäure HCN — in Betracht, da redu-

zierende Zucker in Pflanzenteilen meist schon von vornherein

enthalten sind und für Benzaldehyd bisher kein eindeutiges, empfind-
liches Mikroreagens bekannt wurde, die Geruchsprobe aber sub-

jektiv und wenig empfindlich ist und durch andere flüchtige Sub-
stanzen völlig unmöglich gemacht werden kann.

Daß die HCN-Abspaltung aus Amj'gdalin immer als Enzym-
wirkung des zugesetzten Gereibsels aufzufassen ist, erörtert bereits

eingehender Rosenthaler-^ in bejahendem Sinne; bei Vermeidung
höherer Temperaturen und bei strengem Ausschluß von Bakterien-

wirkung ist eine andere als rein fermentative HCN-Abspaltung aus
dem stabilen Amj^gdalin in neutral reagierendem Medium wohl aus-

geschlossen.

Zum Nachweis der entstandenen HCN läßt sich 1
"/,, Silber-

nitrat-Methylenblau, respektive Benzidin-Kupferacetat im hängenden
Tropfen verwenden.

ci) Durchführung der mikrochemischen Probe auf
Emulsin. — Eine sehr geringe Menge der Substanz (Samen,
Frucht, frische Stengel und Blätter oder Drogen, respektive Herbar-

material: ganze Tiere oder einzelne tierische Organteile) wird —
eventuell unter Zuhilfenahme von Quarzsand —zu einem feinen

Pulver, beziehungsweise Brei zerrieben/' Die so \-orbereitete Sub-

stanz gelangt in eine Glaskammer mit fixem Boden (14 iniii

Durchmesser, 5 nun Höhe) und wird mit einer 5 %-Amygdalin-
lösung" — höchstens mit ^/.^cnf — angerührt, die überdies ein

Antisepticum enthält, auf dessen Wahl im nächsten Punkt [b)

näher eingegangen werden soll.

Die Glaskammer wird hierauf durch einen Objektträger abge-

schlossen, der nebeneinander je einen hängenden Tropfen von

1 7o"Silhernitrat-Methylenblau und von Benzidin-Kupferacetatlösung

H

1 M. Gon n c rma ii u, 1. c.

2 S. Higuciii. 1. c.

•i Em. Hourq uel n t . Über den Nachweis der Glykoside in den Pllanzen mit

ilfc des Emulsins. Arch. d. l'iiarm., 245. Bd. (1V>1)7), p. 172 —18u.

i L. Nosenthaler, 1. c. (1913), p. 59.

•'' Auch ein oder mehrere Schnitte können verwendet werden, nur wird dadurch

die Reaktionszeit etwas verzögert.

' Amygdalin wurde als Originalpräparat von C. Kahlbaum verwendet; bei

lang andauernder Selbstmazeration erwies es sich als völlig frei von eventuellen

Ferment (Kmulsin) Verunreinigungen.
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trägt. Auf die Darbietung einer erhöhten oder optimalen Temperatur

(25 bis 40°) während der nun erfolgenden Fermentation, wie dies

bisher üblich, wurde verzichtet, um besondere Vorkehrungen gegen
das Eintrocknen der hängenden Tropfen in der Glaskammer zu
erübrigen und das vorzeitige Abdampfen des zugesetzten Anti-

septicums zu verhindern. Ich führte vielmehr sämtliche derartigen

Proben bei einer Zimmertemperatur von 8° bis 16° aus. Trotz-

dein zeigte sich im allgemeinen — z. B. bei Seeale corniitmn,

Siuapis alba, Coriaiidrutn, Ant/iyllis viilneraria, Aspergillus niger,

Mclolontlia vulgaris (Maikäfer) — schon nach IV2 bis 2 Stunden
in beiden Reagenstropfen deutliche Reaktion auf HCN, regelmäßig

stärker in dem von Benzidin (große blaue Nadeln und Aggregate),

oft erst in Spuren im Silbernitrat (blau gefärbte Knollen und Drusen
von AgCN). In längstens 8 bis 12 Stunden lassen sich auch
nicht sehr wirksame Emulsine (Ricinus coniiininis, Glcditschia tri-

acanthos [Samen]; Rinderleber) durch das Entstehen einer schwachen
HCN-Atmosphäre in der Mazerationskammer mittels beider Reagen-
tien nachweisen.^ Länger als 24 Stunden wurde der Mazerations-

prozeß in keinem Falle fortgesetzt, da bei Erschöpfung des Anti-

septicums die Gefahr einer Bakterienwirkung zu befürchten war.

b) Wahl des Antiseptikums. — Da bis jetzt ungefähr
sieben Bakterienarten bekannt geworden sind, die Amygdalin unter

Bildung von Blausäure zu spalten \'ermögen, kann der oben
beschriebenen Reaktionsanstellung eine wirkliche Eindeutigkeit nur
zugeschrieben werden, wenn die Entwicklung von Fäulnis auf dem
organischen Gereibsel durch Antiseptica hintangehalten wird.

Nicht alle Antiseptica sind hierzu verwendbar. Zugesetztes Sublimat
oder Silbernitrat würden den gebildeten Cyanwasserstoff abfangen,

Formol hemmt bereits in Spuren jede Emulsinwirkung gänzlich.

Von Kobert^ und seinen Schülern^ wurden hauptsächlich drei

Antiseptica in wechselnder Zusammensetzung und Konzentration
beim Fermentnachweis verwendet: Toluolwasser (Toluol zu 3%,
wasserlöslich; eingeführt von E. Fischer), Chloroformwasser
und Natriumfluorid (bei 15° C. zu 4

"^Z,,
wasserlöslich; eingeführt

von Tappeiner). Letzteres schien besonders geeignet, wenn auch
schon Kobert^ und in eingehenderer Weise Higuchi^ darauf
hinwiesen, daß Na F bei gewissen Objekten (menschliche Plazenta;

die Wirkung der nicht organisierten Fermente vernichtet oder
wenigstens nicht aufkommen läßt, schon in Konzentrationen, die

nicht mehr als Fäulnisschutz angesehen werden können.

1 Bezüglich AgCN vgl. p. 8—14; bezüghch des Benzidinoxydatiinisproduktes

p. 20 -22.

- R. Robert, I.e. (1903), p. 117—118.

''• Werner Fischer, Über einige Enzyme wirbelloser Tiere. Therap. Monats-

hefte, 16. Jahrg. (1902), p. 619—621. —S. Higuchi, I.e. (1909), p. 22—24.

Sitzungsberichte d. mathem.-naturw. Kl., Abt. I, 130. Bd. 31
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Für meine Untersuchungen verwendete ich übersättigtes
Toluolu-asser-Amygdalin (5 "/o Amygdalinlösung mit über-

schüssigem Toluol knapp vor Eintragen in die Glaskammer gut

geschüttelt), übersättigtes Chloroformwasser - Amygdalin
(5Vo Amygdalinlösung mit Chloroform im Überschuß knapp vor

Gebrauch geschüttelt), so daß auch ungelöstes, bloß emulgiertes

Chloroform (Toluol) in die Glaskammer gelangte und gesättigtes

(4 7o) Natriumfluorid- Amygdalin. Soweit untersucht, konnte

bei keinem der genannten drei Antiseptica eine enz}'mhemmende
Wirkung beobachtet werden, ja bei Natriumfluorid zeigte sich an

tierischen Objekten (Maikäfer, Rinderleber) sogar eine gewisse
Förderung, die wohl der Salzwirkung zuzuschreiben sein wird

(Parallelversuche mit Chloroform und T(^luol wurden ohne phj^sio-

logische Kochsalzlösung geprüft!).

c) Vorteile der mikrochemischen Methode. —Empfind-
lichkeit. — Schon aus der eben angeführten Tabelle lassen sich

die Möglichkeiten erkennen, die die beschriebene Methode bietet.

Die Zeitspanne, die das Ferment (Emulsin) unter den gegebenen
Bedingungen braucht, um eben in seiner Wirkung einzusetzen,

läßt sich genau feststellen (Aktivierungszeit). Ihi Ende tritt dann
ein, wenn das empfindlichere Benzidinreagens bereits positiv auf

HCN reagiert, während in"> Silbernitrattropfen noch kein AgCN
ausgefallen ist (vgl. in der Tabelle Nr. 4 und 5 bei der 1. Kon-
trolle!); die Zeit, welche vom Entstehen von HCN in der Mazera-

tionsflüssigkeit bis zur Reaktion derselben im hängenden Tropfen

verstreicht, ist hierbei als ein in allen Fällen konstanter Fehler in

Rechnung zu stellen. Ein Vergleich der Wirksamkeit von

Emulsinen verschiedener Herkunft ist somit ermöglicht. — Die

Fällung von Silbercyanid im hängenden Ag N03-Tropfen erlaubt

jedoch auch eine quantitative Abschätzung der entstandenen

Blausäuremengen; die Intensität der fermentativen Amygdalin-

spaltung zweier emulsinhaltiger Objekte läßt sich —unter sonst

gleichen Bedingungen — daher ebenfalls in relativem Maßstabe

vergleichen. Da infolge der Empfindlichkeit der HCN-Reagentien
hierzu nur äußerst geringe Substanzmengen erforderlich sind, kann

diese Mikroreaktion als orientierende Vorprobe bei Untersuchung

der Enzymwirksamkeit und Spaltungsintensität irgendeines

Emulsins dienen. Emulsin konnte z. B. in einem dünnen Quer-

schnitt von Seeale eornntnm und in einem zerquetschten Samen-
körnchen von AnthyUis vnhicraria (zirka 2 iniu im Kubus) auf

diese Weise innerhalb weniger Stunden (zwei bis vier) nachgewiesen

werden.

d) R e s u 1 1 a t e b c i A n we n d u n g d e r R c a k t i o n a u f P fl a n z e n o b j e k t e. —
Bertrand und Rivkind i haben anläßlich einer rntersuchung über das Vorkommen
des \^icianins bei den Leguminosen auch der X'erbrcitung des Kmulsins in

1 R. Bertrand und 1.. Rivkind, I.e. (190H), p. 970.

i
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diesen Samen durch systematische Untersuchungen ihr Augenmerk geschenkt. Sie

prüften zirka 40 Gattungen mit 60 Arten und fast alle Samen gaben ein positives

i^esultat. Nur folgende Arten lieferten keine Reaktion., wurden daher als emulsin-
frei (»en quantite appreciable«) bezeichnet: Cassia fistiila L., Ceralonia siliqna L.,

(laJega ofßcinalis L., Lalhynis silvcstris L. var. amelioree, Glcdilschia iriacaullios L.,

Liipintis albus L., SopJiom jciponica, Vicia narhonensis L.

Es schien nun von Interesse, was für Resultate in diesem
Falle mit der angegebenen Mikroreaktion zu erzielen wären. Es
ergab sich, daß bei sämtlichen Leguminosensamen ohne Aus-
nahme Emulsin nachgewiesen werden kann. Während bei CoJniea

arhoresccus L., Leus esciilenta Mnch., Vicia sativa L. (sofern nicht

selbst HCN-, respektive vicianinführend), Lotus cornicnJatiis L.,

Latliyi'us sativns L. und L. pratensis L., AntliylJis vulneravia L.,

Lupinus sp., Astragatus glycypljyllos L. z. B. die Abspaltung von
Blausäure aus Amj'^gdalin rasch und reichlich erfolgt, setzt die

Emulsinwirkung bei Cassia-Avt^n {Cassia orieiitalis L., C. Absits L.),

bei Ceratoiiia siliqiia L., Galcga officinalis L., Lathyriis sitvestris L.

var. pla typ Jyt tos, L. iiiger, Gteditsctria triacaiittws zwar im selben
Zeitpunkt ein, hält sich jedoch in engen Grenzen, so daß man bei-

spielsweise bei Gteditsctria, Gatega oder Lathyriis iiiger während
einer 20 stündigen A-Iazeration mit einem Paar hängender Tropfen
auskommt, während Cotutea-, Lotus- oder ^4/;///r///.<^- Samen ein

erschöpftes Sublimat nach dem anderen liefern können. — Mit der

empfindlichen und durch ihre Anordnung jeden HCN-Verlust aus-
schließenden mikrochemischen Reaktion zeigt sich demnach bei

den Samen der Leguminosen kein qualitativer Unterschied im
Emulsinvorkommen,^ sondern bloß eine Differenz in der Aktivierung
und Wirksamkeit dieses Fermentes bei den einzelnen Gattungen
und Arten.

Überhaupt ist das Vorkommen von Emulsin in Samen und
Früchten etwas beinahe zu Erwartendes. Daß Ricinus-, Siuapis-,

Brassica-, Cannalns- und Cucurbita-Samen Amygdalin spalten, ist

schon lange bekannt. Doch auch in Samen von Vitis vinifera

(schwach), Gatiiun sitvaticiun, Ptantago media (besonders wirksam!),
Aquitegia vutgaris (im Gegensatz zu einer Angabe Rosen thaler's 2),

Citrus medicus (nur schwach), Lepidium draba, Lepidium ruderale
(schwach) und bei Früchten von Capselta bursa pastoris konnte
mikrochemisch ein emulsinartiges Ferment festgestellt werden.

Rosent haier machte schließlich auf das Vorhandensein von Emulsin in

Umbelliferenfrücht en aufmerksam: von Focuicnhiiii vulgare. Carinii carvi,
Andhiim gravcoleus, Coniiuii maculalinii, Ocnantlie pltiUandriuin, Pelroseliiuiiti sali-

i'iiin konnte er wirksame Enzympräparate gewinnen, bei PimpineUa anisinn und
Coriandrinn saiivnin waren nur die gepulverten Früchte selbst aktiv.

1 Bertrand und Rivkind setzten nicht Amygdalin, sondern Vic iani n (aus
Vicia angustifolia und T". macrocarpa ; vgl. p. 2) "zu ; . dieser Umstand kann aber
nicht als wesentlich beeinflussend angesehen werden.

2 L. Rosenthaler, Über die Verbreitung emulsinartiger Enzyme. Arch. d.

Pharm., Bd. 251 (191.3), p. .36—84.



430 H. Brunswik,

Bei mikrochemischer Nachprüfung reagierten alle diese Drogen
rasch und stark positiv auf Emulsin; doch auch andere, wahllos
gesammelte Umbelliferenfrüchte, z. B. Sauiciüa curopea (!), Plnipi-

nella magna, Dauais carota, Biipleiiriim falcatiun, Anthrisciis

süvestris (!), Silans Bessert, Sinm latifolinm (!!) zeigten Amygdalin-
spaltung in stärkerem oder geringerem Maße.

Frische, grüne Pflanzenorgane, gut zerrieben, liefern ebenfalls

die Reaktion, wie z. B. Achülea inillefolium (Blütendroge \on
Rosenthaler schon erwähnt), Tropaeoluiii mains (in 6 Stunden),

Miniosa pudica (in 4 ^/.^ Stunden), Auciiha japouica, doch war die

Spaltung, wie bei gewissen früher erwähnten Leguminosensamen,
zwar relativ rasch eingetreten, aber quantitativ gering und selbst

bei längerer (24- bis 36 stündiger) Fermentation an Intensität und
Spaltungsgeschwindigkeit nicht wesentlich zunehmend.

Überblickt man diese Resultate zusammen mit den von Rosen-
thaler ^ an den verschiedensten Drogen gemachten Erfahrungen,

im Verein mit den vielen verstreuten Angaben über mehr zufällig

festgestelltes Emulsinvorkommen (vgl. E. Abderhalden, Biochem.
Handlexikon, Y. Bd., p. 564 —568), in Zusammenhalt mit der Tat-

sache, daß bei keiner der bis jetzt bekannten 400 blausäurehältigen

Pflanzen, die sich auf das ganze Pflanzenreich verteilen, Emulsin
gefehlt hätte (Grenzfall Samhuciis nigra), ja häufig in solcher

Wirksamkeit und allgemeiner Verteilung in den betreffenden

Gewächsen vorhanden ist, daß eine Analyse der intra vitam

bestehenden HCN-Verbindung erschwett oder verhindert wird

(»lockere« HCN-Bindung), so scheint es keine Übertreibung, wenn
man sagt, daß »Emulsin<^ im Pflanzenreiche eine derart weite
Verbreitung besitzt, daß in Hinkunft die Feststellung des even-

tuellen gänzlichen Fehlens von Emulsin bei einer Pflanzenart von
wesentlich grr)ßerem Interesse sein wird als weitere positive An-
gaben.

Jedenfalls ist die von Guignard' geäußerte Ansicht, daß
der Emulsingehalt der Pflanzen in einem gewissen Zusammen-
hang mit der heterotrophen Lebensweise steht (Pilze, Flechten,

LatJiraea sqnaniaria, Monotropa Hypopitys, Orohauche Galii und
O. cpitliynimn, Orchideenwurzeln \j\Iykorrliiza -'FWz]), nach den

heutigen Erfahrungen nicht mehr aufrechtzuerhalten. Eher läßt sich

an einen Zusammenhang zwischen Emulsin und der Ausrüstung
der Pflanzen an Diastase- und Maltasefermenten denken, wofür
besonders die Befunde an Samen und Früchten (Leguminosen,

Umbelliferen u. a.), sowie die allgemeine Verbreitung sprechen.

Sicherlich wird aber der mikrochemische Emulsinnachweis
bei Ermittlung von nur schwach wirksamem Emulsin oder bei

1 L. Rosenthaler, I. c.

2 L. Guignard, Quelques faits rclatifs ii l'histoire de l'emulsine etc. Coinpt.

rend., Bd. 141 (1905 2), p. 637—640.
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Feststellung des gänzlichen Fehlens dieses Fermentes in beliebigen

Pflanzenteilen gut brauchbar sein, wenn auf völlige Antisepsis ent-

sprechend geachtet wird.

e) Anwendung der Reaktion bei tierischen Objekten. —
Durch Kobert und seine Schüler sowie durch eine Reihe französi-

scher Forscher wurde die weite Verbreitung von amygdalinspaltenden

Fermenten bei niederen und höheren Tieren bekannt. — Mit ge-

pulverter Maikäfersubstanz (ohne Chitinpanzer) von Maikäfern,

die ein Jahr lang lufttrocken aufbewahrt waren ^ und mit zu Brei

zerriebener, Irischer Rindeileber- gelang der mikrochemische

Nachweis von Emulsin auch ohne Anwendung von 0*9 % Koch-

salzlösung und erhöhter Temperatur in eindeutiger und rascher

Weise (Maikäfer in 2 Stunden, Rinderleber in 12 bis 19 Stunden).

Alle drei angewendeten Antiseptica erwiesen sich hierbei als brauch-

bar (vgl. Tabelle, p. 45, Nr. 5 bis 8).

Menschliche Plazenta läßt sich jedoch nicht so einfach behandeln, worauf

schon HiguchiS hinwies. Nach mehrfachen vergeblichen Versuchen reagierte aber

eine nur wenige Stunden alte Plazenta, in physiologischer Kochsalzlösung feinst

zerrieben mit Amygdalin-Chloroformwasser innerhalb von 12 Stunden deutlich positiv.

Bei Verwendung der beiden anderen Antiseptica koimte auch unter diesen Umständen
das Emulsin nicht nachgewiesen werden.

Die Untersuchungen in dieser Richtung wurden jedoch —
als zu weit führend —nur auf das Prinzipielle beschränkt. Immer-
hin läßt sich sagen, daß die angegebenen Mikroreaktionen bei der

Ermittlung, welche Teile, respektive Organe bei den wirbel-
losen, meist kleinen Tieren das in Rede stehende Ferment ent-

halten, beziehungsweise bilden —einer Frage, die bisher aus techni-

schen Gründen offenbleiben mußte — gute Dienste leisten könnte.

2. Lokalisierter mikrochemischer Nachweis von Emulsin.

Mit Recht weisen Molisch sowie Tunmann ' auf die Unzulänglichkeit des

bisher geübten lokalen mikrochemischen Nachweises von Emulsin hin. Die Gründe
hierfür sollen an dieser Stelle nicht neuerdings angeführt werden.

Auch die eben besprochene Methode des eindeutigen quali-

tativen Emulsinnachweises ist zur Lokalisationsermittlung im Ge-
webe nicht anwendbar (vgl. die Ausführungen p. 38 —39), selbst nicht

bei Pflanzen, die ein durch Emulsin spaltbares Blausäureglukosid

bereits enthalten.

1 Werner Fische r, 1. c. (1902) untersuchte nur frisch getötete Maikäfer, die

stark Amygdalin spalteten; derselbe Autor konnte jedoch selbst in 150 Jahre alten

Kellerasseln noch wirksame Fermente nachweisen!

2 Vgl. M. Gonnermann, 1. c. (1906), p. 183.

'' S. Higuchi, 1. c. (1909).

•i O. Tunmann, Pllanzenmikrochemie, 1013, p. 431 —433.
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Bei dem so allgemeinen Vorkommen amygdalinspaltender

Fermente hat aber auch die Frage nach ihrer Lokalisation einiger-

maßen an Bedeutung verloren. In der Mehrzahl der Fälle wird
wohl das wirksame Emulsin dem fermentativen Apparat jeder ein-

zelnen Zelle angehören und der früher fast ausschließlich studierte

RosaceentypLis dürfte nur einen der möglichen Spezialfälle dar-

stellen. — Bereits früher wurde die Ansicht vertreten, daß in allen

jenen zahlreichen Pflanzen, wo eine stabile Blausäureverbindung
(Glukosid) nicht faßbar ist, eine —im Leben getrennt gehaltene —
Koexistenz von Emulsin und HCN-Glukosid in denselben Ge-
webszellen angenommen werden kann. An eine gewisse Lokalisa-

tion des Emulsins im Gewebe könnte nur bei jenen Pflanzen

gedacht werden, aus denen Blausäureglukoside leicht zu gewinnen
sind (Mandeltypus —schon kaum mehr Prunus laiirocerasns [vgl.

die Ergebnisse Peche's]), wenn auch in vielen Fällen (z. B. Smn-
biicus nigra) bloß die geringe Aktivität und Wirksamkeit des spal-

tenden Fermentes dafür \-erantwortlich zu machen sein wird.

In einem Falle, bei Prunus ain\\:^'JaIus L. \'ar. ainara und einigen anderen
Rosaceen Samen (Apfel, Quitte) gelang ein gewissermaßen lokalisierter Nachweis der

emulsinhaltigen Zellen mittels des Benzidin-Kupferacetatreagens.

Auf einen Tropfen des durch die Gegenwart einer fast gesättigten Benzidin-

acetatlösung stark viskosen Benzidinreagens wird ein ziemhch großer, nicht zu
dünner Querschnitt einer bitteren Mandel möglichst zart aufgelegt, hierauf der

Objektträger mit dem am Tropfen hängenden Schnitt über eine Glaskammer, die

einen Tropfen Chloroform enthält, gestülpt. In kurzer Zeit läßt sich im hängenden
Schnitt das Ausfallen blauer Flocken der Benzidinoxj'dationsverbindung, hervor-

gerufen durch die einsetzende HCN-Abspaltung, feststellen, und zwar in günstigen

Fällen knapp um die Leitbündelquerschnitte beginnend (Periz3'kelze!len) und
von hier aus konzentrisch in das amygdalinführende Parench3mi fortschreitend, ent-

sprechend der allmählichen Diffusion des Emulsins im viskosen Medium. Die An-
sichten von Johannsenl und Guignard '- über die LokalisatiDn des Emulsins in

der bitteren .Mandel können daher durch diese spezifische Emulsin- (respektive

HCX-) Reaktion bestätigt werden.

Die Anwendbarkeit der Reaktion, deren richtiges Gelingen hauptsächlich vnm
Treffen physikalischer Xebenumstände abhängt, ist jedoch eine geringe. Sie

wurde auch mit Querschnitten von Apfel- und Quittensamen mit ähnlichem Erfolge

durchgeführt, doch schon bei Prunus Laurocerasus versagt sie völlig, da das für

den Reaktionsverlauf so nötige Kupfersalz anscheinend durch den reichlich vor-

handenen Gerbstoff abgefangen wird. Eine allgemein anwendbare .Methcde liegt

demnach infolge der Empfindlichkeit des Benzidin-Kupferacetatreagens gegen ver-

schiedene Pflanzenstoffe nicht A'or; wegen der manchmal schönen Bilder, die an
Schnitten von bitterer Mandel zu erzielen sind, sollte sie trotzdem erwähnt werden.

E. Zusammenfassung der Ergebnisse.

1. Abgesehen von den chemisch bisher analysierten Blau-

säureverbindungen (HCN-GIukoside) im Pflanzenreiche, die über-

sichtsweise in der Einleitung zusammengestellt wurden, ist besonders

1 W. Johannsen, Sur la localisation de l'cmulsine dans les amandes. .\nn.

des Sciences nat. Bot., scr. \'I1, t. G, p. 118.

- L. Guignard, Sur la localisation dans les plantcs des principes, qui

fournissent l'acid c3\anhydriquo. Compt. rend. 1890, Bd. llü, p. 477.
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in der botanischen Literatur mehrfach eine »labile« oder »lockere«
(quasi-freie) Blausäurebindung angenommen worden.

An Hand der betreffenden Arbeiten wurde gezeigt, daß das

Auftreten dieser »lockeren Blausäurebindung« bei verfeinerter

Methodik quantitativ immer geringer wird, aber nicht völlig zu
vermeiden ist, und daß sich dieses Vorkommen in ungezwungener
Weise durch die Annahme einer in der lebenden Zelle noch aus-

einandergehaltenen räumlichen Koexistenz von B lau säur e-

glukosid und stark wirksamem Enzym (Emulsin) erklären läßt.

2. In der allgemeinen (technischen) Mikrochemie waren bisher

zum Nachweis von HCN nur die Berlinerblauprobe, eventuell die

Rhodanprobe direkt im Lösungstropfen angewendet. —Es wurden
zwei weitere einfache mikrochemische Reaktionen auf Blau-
säure angegeben, mit 1 *^/^ Silbernitrat, beziehungsweise mit Ben-
zidin-Kupferacetat, die unter Benützung des niederen Siedepunktes
von HCN (26° C.) in der Glaskammer mit den Reagentien im
hängenden Tropfen bei Zimmertemperatur ausgeführt werden
imd trotzdem empfindlicher sind als die erwähnte Berlinerblau-

probe.

3. Bei der Reaktion mit 1 ^/^^ Silbernitrat entsteht bei dieser

Reaktionsanordnung krystallisiertes Silbercyanid (Nadeln,

Ranken, Drusen), das sich eindeutig von Silberchh^rid und Silber-

rhodanid auf mehrfache Weise unterscheiden läßt, am einfachsten

durch Umkrystallisieren des Silbercyanids mit fast kochender

öO^fl-HNOg unter Deckglas in feine Nadeln und Nadelbüscheln.

Die Empfindlichkeit der Reaktion beträgt 0*06 y HCN in

einem Tropfen.

Wie die Silberchloridkrystalle erweisen sich auch die Cyan-
silber-(und Rhodansilber-)Krystalle als »echt« färbbar mit ver-

schiedenen organischen Farbstoffen. Aus rein praktischen Gründen
wurde daher stets 1 7o AgNOg-l-Methy lenblau als Reagens im
hängenden Tropfen verwendet, um blau gefärbte AgCN-Krystalle
zu erzielen.

4. Das Benzidin-Kupferacetatreagens (nach Pertusi) zeigt

eine noch größere Empfindlichkeit (0-02 y HCN), wurde jedoch,

da nicht völlig eindeutig, nur zugleich mit AgN03 angewendet.
Die chemische Natur der erzielten blauen Benzidinoxydations-
verbindung (blaue Nadeln oder Körnchen) ist analog dem
bekannten »Benzidinchromat« und »Benzidinferricyanid«.

5. Mittels beider Proben läßt sich in geringsten Mengen
von (Wiener) Leuchtgas und im Tabakrauch (sogar noch in

einem ausgeblasenen Zuge) Cyanwasserstoff eindeutig nachweisen.
Die Reinheit der Luft ist demnach für die ein^^'andfreie Ausführung
dieser Reaktionen unerläßlich.

6. Zum rein qualitativen Nachweis von HCNin Pflanzen-
teilen (etwa vergleichbar der Mikrosublimationsmethodik) eignen
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sich beide mikrochemischen Proben besonders dadurch, daß die

stets erst durch Fermentation entstehende HCN sich summieren
kann.

Die Fermentationszeit in der Glaskammer wurde sicherheits-

halber stets auf 10 Stunden erstreckt, immer jedoch die HCN-
Abspaltung durch Zusatz von etwas Chloroform beschleunigt und
zugleich das Ganze steril erhalten.

7. An drei ausgearbeiteten Beispielen {Rihes, Crataegus,

Araceen) wurde die Anwendbarkeit der mikrochemischen Methode
speziell dargetan.

Es wurden dabei \2 Rihes -Avien, 5 Crataegus -Arien, 14 Ara-

ceen und 10 Arten aus verschiedenen Pflanzenfamilien, also im
ganzen 41 neue Blausäurepflanzen gefunden und die quan-
titative Abnahme der in den jungen Organen dieser Pflanzen

reichlich auftretenden Blausäureverbindung im Laufe einer Vege-
tationsperiode stichprobenweise verfolgt.

8. Der lokalisierte Nachweis von HCN im Gewebe biete:

große methodische Schwierigkeiten, gelingt deshalb bei der Mehr-
zahl der Pflanzen nicht; in besonders günstigen Fällen jedoch
sind die bekannten Reaktionen von Treub (Berlinerblau -Bürsten-

verfahren) und Peche (Mercuronitrat) anwendbar.

9. Der \^ersuch des direkten mikrochemischen Nachweises
eines HCN-Glukosides (Am^^gdalin) führte zu keinem brauchbaren
Ergebnisse.

10. Auch zum eindeutigen, qualitativen mikrochemischen
Nachweis von Emulsin — im Sinne eines Gruppenbegriffes auf-

gefaßt — lassen sich die beiden Blausäurereaktionen mit Silber-

nitrat und Benzidin heranziehen.

Die fein zerriebene, respektive gepulverte Substanz (oder

Schnitte) wird in einer Mikroglaskammer mit fixem Boden mit

5°/p Amygdalinlösung, die zudem ein Antiseptikum (Toluolwasser,

Chloroformwasser, 2 bis 4°/o Natriumfluorid) enthält, angerührt und
höchstens 24 Stunden der Fermentation bei Zimmertemperatur über-

lassen.

In lYo bis 8 Stunden ist bereits abgespaltene HCN in den
hängenden Tropfen bei Anwesenheit von Emulsin nachweisbar.

11. Dieser mikrochemische Emulsinnachweis bietet — abge-
sehen von seiner Empfindlichkeit — den Vorteil, die Wirksam-
keit zweier Emulsine, sowie die Intensität der eingetretenen

Amygdalinspaltung ohne Störung der Reaktion in einem relativen

Maßstabe vergleichen zu können.

12. In Anwendung der Probe auf pflanzliche Objekte bestätigte

sich die ungemein weite Verbreitung des Fermentes, selbst bei

bisher (makrochemisch) als emulsinfrei angegebenen Arten.

Auch bei tierischen Objekten (Maikäfer, Rinderleber) gelang

die mikrochemische Reaktion; sie könnte zur Ermittlung, in welchen
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Organen das amygdalinspaltende F^erment bei den wirbellosen,
meist kleinen Tieren enthalten ist, mit Vorteil angewendet werden.

13. Ein lokalisierter spezifischer Nachweis des Emulsins
im Gewebe gelingt in allgemeiner Weise nicht.

Bei der Mehrzahl der Pflanzen dürfte jedoch das Emulsin der

Fermentausrüstung jeder einzelnen Zelle angehören und der

Rosaceent3'pus (mit spezifischen Emulsinzellen) nur einen Spezial-
fall darstellen.

14. Die Anschauungen Johannsen's und Guignard's über

die Lokalisation des Emulsins in der bitteren Mandel und in Samen
verwandter Pflanzen konnte durch eine bei diesen Objekten gelingende

spezifische Emulsinreaktion bestätigt werden.

AmSchlüsse möchte ich noch Herrn Hofrat Prof. Dr. H. Molisch,
meinem hochverehrten Lehrer, für die Anregung zur Bearbeitung

dieses Themas, sowie für das stete Interesse, das er meinen dies-

bezüglichen, einjährigen Untersuchungen entgegengebracht hat, von
Herzen danken. Auch Herrn Assistenten Dr. G. Klein danke ich

bestens für seine Unterstützung, Herrn Assistenten Josef Kisser viel-

mals für die Anfertigung der Textfigur.


